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Resumo 
A gripe é uma doença provocada pelo vírus influenza, anualmente responsável por provocar 
epidemias sazonais com elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. O vírus influenza tem a 
capacidade de interagir com mecanismos celulares do hospedeiro de modo a tornar mais eficiente o 
seu ciclo replicativo. Um dos mecanismos estudados, nos vírus influenza do tipo A, nos últimos anos, 
é a morte celular por apoptose. No entanto, os vírus influenza do tipo B não foram incluídos na 
maioria destes estudos, deixando uma lacuna no conhecimento nesta temática.  
Neste estudo, foram seleccionadas, por caracterização genética, duas estirpes representativas de 
vírus influenza do tipo A e do tipo B, depois utilizadas na infecção de células MDCK-SIAT1 no estudo 
da apoptose, através de ensaios de libertação da enzima lactato desidrogenase, coloração de 
Hoechst, actividade das caspases, análise de expressão de proteínas e transfecção de genes virais. 
Os resultados obtidos apontam para uma diferença nos perfis de indução da apoptose entre a 
infecção com vírus influenza do tipo A e do tipo B. Enquanto os vírus influenza do tipo A induzem a 
apoptose numa fase tardia da infecção, maioritariamente pela via intrínseca, os vírus influenza do 
tipo B induzem a apoptose numa fase inicial da infecção, recrutando as vias intrínseca e extrínseca. 
Os resultados revelaram, a nível celular, a via do IκB/NF-κB, e a nível viral, os genes M e NS na 
inibição da apoptose nos vírus influenza do tipo A bem como os genes PB2, PB1 e PA na indução da 
apoptose nos vírus influenza do tipo B, como possíveis responsáveis das diferenças observadas no 
perfil de apoptose. 
A compreensão das interacções vírus-hospedeiro é essencial, nos vírus influenza do tipo A e nos do 
tipo B, pois permite a identificação de componentes virais e/ou celulares que afectam a replicação 
viral e podem ser utilizados no estudo de novos alvos terapêuticos. 
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Abstract 
Annual influenza epidemics are associated with high morbility and mortality rates. For successful 
replication, influenza viruses have evolved as to counteract and/or take a part on host defense 
mechanisms. Manipulation of apoptosis is one of such mechanisms that have been subject of 
attention, particularly in relation to influenza type A viruses over the past years. However, this 
knowledge has not been extended to include influenza type B viruses.  
In this study, were selected, by genetic characterization, two representative strains of influenza type A 
and type B virus that were used to infect MDCK-SIAT1 cells and study the apoptosis, through lactate 
dehydrogenase measurements, Hoechst dye staining, caspase activity assays, protein expression 
analysis and viral gene transfection. 
The resulting data point to a difference in induction of apoptosis profiles between influenza type A and 
type B viruses. While influenza type A virus induced apoptosis later in the course of infection and 
mainly by the intrinsic pathway, influenza type B virus induced apoptosis early in infection by both 
intrinsic and extrinsic pathways. Also, data revealed, in the cell, the IκB/NF-κB pathway, and, in the 
virus, the genes M and NS (influenza type A virus apoptosis inhibition), and the gene PB2, PB1 and 
PA (influenza type B virus apoptosis induction), as the major contributors for the observed 
differences. 
The study of the virus-host interactions, particularly those that could have an impact on viral 
replication, are essential in both influenza type A and type B viruses, as they will allow the 
identification of viral and/or host targets common to both influenza types, which could affect viral 
replication. This information may prove useful for vaccine and antiviral research. 
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Estrutura da tese 
 
A presente dissertação encontra-se dividida em sete capítulos principais. No primeiro capítulo é feita 
uma revisão da literatura referente às características dos vírus influenza e à interacção dos vírus 
influenza com as células infectadas, nomeadamente os mecanismos que o vírus manipula e/ou com 
os quais interfere provocando a indução e/ou inibição da apoptose. No Capítulo 2 é apresentada a 
hipótese deste trabalho, formulada de acordo com os factos expostos na revisão da literatura, assim 
como os objectivos gerais e específicos estabelecidos para este trabalho.  
A componente científica desta tese foi dividida em três capítulos principais, em que no Capítulo 3 se 
descreve a caracterização genética de estirpes da nova variante pandémica de vírus influenza 
A(H1N1)pdm09, circulantes em Portugal, desde a implementação e aferição das metodologias de 
sequenciação do genoma da variante pandémica A(H1N1)pdm09, até aos resultados obtidos durante 
esta implementação/aferição. No Capítulo 4 encontra-se descrito o desenvolvimento experimental 
para preparar todo o material biológico necessário para os estudos descritos no Capítulo 5, desde a 
cultura celular, à constituição dos stocks virais, e à implementação e adaptação de metodologias de 
titulação de vírus influenza e de um protocolo de clonagem dos segmentos virais dos vírus influenza 
do tipo A e do tipo B num plasmídeo bidireccional de expressão. No Capítulo 5 é descrito o estudo da 
indução/inibição da apoptose na infecção por vírus influenza do tipo A e do tipo B. Este capítulo 
encontra-se dividido em metodologias aplicadas, resultados e discussão, onde numa primeira fase 
foram estudadas as diferenças na cinética da apoptose na infecção com vírus influenza do tipo A e 
do tipo B e, numa segunda fase, foram estudadas as vias celulares que poderão justificar as 
diferenças detectadas na primeira fase. Por fim, numa terceira fase, foi estudado o efeito de cada 
segmento genético viral na indução/inibição da apoptose. 
No Capítulo 6 são resumidos os principais achados deste trabalho sob a forma de considerações 
finais. 
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Abreviaturas 
Akt proteína cinase B 
Apaf-1 protéase de activação da apoptose 1 
BPB azul de bromofenol 
CDC Centers for Disease Control and Prevention 
CO2 dióxido de carbono 
CT cultura de tecidos 
DMEM meio Eagle modificado, fórmula Dulbecco's 
DMSO dimetilsulfóxido 
DNA Ácido desoxirribonucleico 
dNTPs desoxinucleótidos fosfatados 
DPBS tampão fosfato salino, fórmula Dulbecco 
DTT ditiotreitol 
EDTA ácido etilenodiamino tetra-acético 
EUA Estados Unidos da América 
FBS soro de feto de bovino 
GFP green fluorescent protein 
GISAID Global Initiative on Sharing All Influenza Data 
HA hemaglutinina 
HA0 forma percursora da hemaglutinina 
HA1 subunidade 1 da hemaglutinina 
HA2 subunidade 2 da hemaglutinina 
HEPES ácido 2-(4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-il)-etanossulfónico 
hpi horas pós-infecção 
Hsp70 heat-shock protein 70 
IAPs proteínas inibidoras da apoptose 
ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses 
INSA Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP 
IκB inibidor do NF-κB 
 xiv 
IKK IκB cinase 
LB meio Luria-Bertani 
LDH enzima lactato desidrogenase 
M1 matriz 
M2 canal iónico 
MAPK proteíno-cinases activadas por mitógenos 
MAVS mithocondrial antiviral signaling 
MDCK linha celular Madin-Darby canine kidney 
MDCK-SIAT1 linha celular MDCK transfectada com o gene humano CMP-Nacetylneuraminate 
beta-galactoside a-2,6-sialyltransferase 
MOI multiplicity of infection 
mRNA RNA mensageiro 
NA neuraminidase 
NAD dinucleótido de nicotinamida e adenina oxidado 
NADH dinucleótido de nicotinamida e adenina reduzido 
NEP nuclear export protein 
NF-κB factor nuclear κB 
NLS nuclear localization signal 
NP nucleoproteína 
NS1 proteína não estrutural 1 
NS1A proteína não estrutural 1 dos vírus influenza do tipo A 
NS1B proteína não estrutural 1 dos vírus influenza do tipo B 
oePCR overlap extension PCR 
OMS Organização Mundial de Saúde 
ORF open reading frame 
PA polimerase ácida 
pb pares de bases 
PB1 polimerase base 1 
PB2 polimerase base 2 
PCR reacção em cadeia da polimerase 
 xv 
PFU plaque form unit 
PHE Public Health England 
PI3K fosfatidilinositol 3-cinase 
PKC proteína cinase C 
PKR proteína cinase R 
PSN penicilina, estreptomicina e neomicina 
RNA ácido ribonucleico 
rpm rotações por minuto 
RT-PCR reacção em cadeia da polimerase com passo de transcrição reversa 
SDS dodecil sulfato de sódio 
TAE tampão Tris-Acetato-EDTA 
TBE tampão Tris-Borato-EDTA 
TBS tampão Tris salino 
TCID50 tissue culture infectious dose 50 
Tripsina-TPCK tripsina tratada com tosil fenilalanina clorometil cetona 
UTI-INSA Unidade de Tecnologia e Inovação do Departamento de Genética do INSA 
vRNA RNA viral 
vRNP complexos de ribonucleoproteínas virais 
XIAP proteína inibidora da apoptose ligada ao cromossoma X 
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O vírus influenza é o agente etiológico da gripe. A gripe é uma doença respiratória com padrão 
sazonal e estima-se que anualmente infecte cerca de 15% da população mundial provocando entre 
250 000 e 500 000 mortes anuais. Em Portugal, esta doença ocorre maioritariamente nos meses de 
inverno. Ocasionalmente, poderá ocorrer na forma pandémica sem sazonalidade definida [1, 2].  
 
1.1 Classificação dos vírus influenza 
Os vírus influenza pertencem à família Orthomyxoviridae que inclui todos os vírus com invólucro 
lipídico e genoma segmentado de RNA de cadeia simples com polaridade negativa. Esta família é 
constituída por 7 géneros, Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Influenzavirus D, 
Thogotovirus, Isavirus e Quaranjavirus [3-5]. 
Os vírus influenza do tipo A (do género Influenzavirus A) têm a capacidade de infectar o Homem, 
vários mamíferos e aves domésticas e selvagens; os vírus influenza do tipo B (Influenzavirus B) 
infectam predominantemente o Homem; e os vírus influenza do tipo C (do género Influenzavirus C) 
infectam canídeos, suínos e o Homem originando infecções assintomáticas ou doença ligeira. Os 
vírus influenza do tipo D (do género Influenzavirus D) foram classificados em 2017 pelo ICTV 
(International Committee on Taxonomy of Viruses) como pertencentes a um novo género, tendo já 
sido detectados em suínos, ovinos, bovinos e caprinos e pensa-se que tenham os bovinos como 
reservatório natural [5]. 
Os vírus influenza do tipo A são ainda classificados em subtipos de acordo com a composição das 
suas glicoproteínas de superfície, a hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA), tomando a 
nomenclatura de acordo com o grupo das glicoproteínas que apresentam. Até à data encontram-se 
descritos 18 subgrupos de hemaglutininas (da H1 à H18) e 11 subgrupos de neuraminidases (da N1 
à N11). Apesar de, em teoria, ser possível uma infinidade de combinações entre as duas 
glicoproteínas, só um número limitado de combinações foi detectado em vírus circulantes na 
natureza, e destes um número ainda menor tem a capacidade de infectar o Homem. Relativamente 
aos vírus influenza do tipo A, actualmente apenas os subtipos A(H1N1) e A(H3N2) infectam 
sazonalmente o Homem [6]. 
Embora os vírus influenza do tipo B não se encontrem divididos em subtipos, existem duas linhagens 
bem definidas destes vírus em circulação na população humana, a linhagem B/Yamagata e a 
linhagem B/Victoria. 
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Para cada estirpe de vírus influenza isolada, a organização mundial de saúde (OMS) propõe uma 
nomenclatura constituída pelo tipo de vírus influenza, seguido do hospedeiro de origem (quando 
diferente do Homem), a origem geográfica, o número de isolamento, o ano de isolamento e por fim, 
no caso dos vírus influenza do tipo A, a indicação do subtipo entre parêntesis, (p.e. 
A/Mallard/Netherlands/22/2007 (H7N1), B/Lisboa/08/2006) [7]. 
 
1.2 Variação genética, shift e drift antigénicos 
Como vírus de RNA, os vírus influenza necessitam da sua própria polimerase, constituída pelas 
subunidades proteícas polimerase básica 1 (PB1), polimerase básica 2 (PB2) e polimerase ácida 
(PA). A polimerase dos vírus influenza é uma polimerase de baixa fidelidade pois é desprovida da 
propriedade de proofreading, apresentando uma taxa de erro de aproximadamente 1 mutação por 1 x 
104 nucleótidos durante cada ciclo replicativo [8]. Algumas destas mutações são eliminadas por 
selecção natural, por tornarem o vírus menos eficaz em termos de replicação ou de evasão às 
defesas do hospedeiro. Outras poderão fixar-se por trazerem algum tipo de vantagem ao vírus, 
nomeadamente as que ocorrem nos locais antigénicos das glicoproteínas de superfície e que 
permitem ao vírus iludir a resposta imunológica do hospedeiro. Este processo de mutação pontual 
que gera uma alteração na composição ou conformação das glicoproteínas de superfície é 
designado de drift antigénico. Este processo evolutivo está na base da necessidade de monitorização 
constante dos vírus influenza em circulação sazonal, de forma a verificar a necessidade de 
actualização das medidas de prevenção e/ou controlo, nomeadamente a composição em cada 
inverno das vacinas antigripais (Figura 1A) [4]. 
Os vírus influenza do tipo A podem infectar aves domésticas e selvagens e outros tipos de animais 
sem causarem doença aparente. Alguns destes animais têm potencial para serem infectados por 
mais do que um subtipo de vírus influenza do tipo A e, quando isto acontece, podem surgir rearranjos 
entre segmentos genéticos de subtipos diferentes levando ao aparecimento de uma nova variante. 
Este processo de evolução por rearranjo entre segmentos genéticos de subtipos de vírus diferentes 
designa-se por shift antigénico (Figura 1B). A maioria dos vírus resultantes destes rearranjos torna-se 
inviável, e os restantes mantêm-se restritos à infecção dos respectivos hospedeiros devido à 
especificidade de ligação das hemaglutininas aos receptores de ácido siálico. No entanto, quando o 
shift antigénico ocorre permitindo que a nova variante resultante de um vírus zoonótico infecte o 
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Homem, poderemos estar perante um vírus com potencial pandémico se a população humana não 
apresentar qualquer tipo de imunidade contra essa nova variante [3, 4, 9]. 
 
 
Figura 1 – Representação esquemática dos processos evolutivos dos vírus influenza por Drift e Shift 
antigénico. A – Drift antigénico, a actividade da polimerase viral sem proofreading origina mutações 
pontuais no genoma viral, que se acumulam até ocorrer uma variação antigénica. B – Shift 
antigénico, quando ocorre rearranjo de segmentos genéticos de vírus diferentes, normalmente num 
hospedeiro que funciona como reservatório de recombinação, dando origem a um vírus com 
segmentos genéticos de ambas as linhagens. 
 
1.3 Gripe sazonal e pandémica 
A gripe é uma doença com carácter sazonal, maioritariamente associada ao período de inverno no 
hemisfério norte e, consequentemente, em Portugal (Figura 2), e meio ano mais tarde nos países do 
hemisfério sul (época fria local). Este carácter sazonal deve-se a vários factores conjugados que 
favorecem a transmissibilidade das partículas virais. As partículas virais transmitem-se por aerossóis, 
transmissão naturalmente favorecida em condições de temperaturas baixas, humidade elevada e 
diminuição de radiação ultra-violeta. Os comportamentos sociais também favorecem a sazonalidade 
da infecção por vírus influenza, considerando que nos meses de frio e chuva a sociedade adopta 
comportamentos de agregação em espaços fechados, favorecendo a transmissão de gotículas 
infectadas entre indivíduos. No entanto, casos esporádicos de infecção por vírus influenza podem 
ocorrer durante todo o ano, permitindo assim a continuidade da cadeia de transmissão do vírus [2, 4, 
10]. 
Acumulação de mutações pontuais 
Rearranjo de segmentos genéticos 
entre vírus de linhagens diferentes 
A 
B 
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Para além da sazonalidade da infecção, também se verifica uma alternância de (sub)tipos de vírus 
influenza dominantes entre épocas de inverno, uma vez que a população ganha imunidade natural 
contra o(s) (sub)tipo(s) circulante na(s) época(s) anterior(es) favorecendo assim a transmissibilidade 
dos restantes (sub)tipos (Figura 2) [4]. 
 
 
Figura 2 – Taxa de incidência de síndrome gripal e (sub)tipos de vírus influenza circulantes 
registados em Portugal entre as épocas de 2007/2008 e 2016/2017. A curva a preto representa a 
taxa de incidência de síndrome gripal por 100 000 habitantes. Para cada época é ainda 
representado, em colunas percentuais, os (sub)tipos de vírus influenza que circularam em cada 
época. * - a partir da época de inverno 2009/2010, inclusive, os vírus influenza A(H1N1) sazonal 
foram substituídos pela variante pandémica A(H1N1)pdm09. Adaptado de [11-18] 
 
Este contacto permanente da população com vários (sub)tipos de vírus influenza permite criar uma 
memória imunológica para os (sub)tipos/variantes de vírus influenza sazonais. No entanto, quando 
ocorre uma variação antigénica, (1) por rearranjo de segmentos genéticos de vírus influenza de 
diferentes subtipos, (2) por transmissão de um vírus zoonótico ao Homem seguido de mutações 
adaptativas, ou (3) por ressurgimento de uma estirpe “adormecida” num reservatório animal em que, 
para estes vírus, a população humana (já) não apresenta qualquer memória imunológica estamos 
perante um vírus influenza com potencial pandémico que vai contagiar o Homem sem qualquer tipo 
de resistência imunitária com uma transmissão rápida e elevada, levando a uma propagação do novo 
vírus a nível global, num curto período de tempo, dando origem a uma pandemia. As pandemias 
provocadas pelo vírus influenza não são possíveis de prever nem ocorrem em intervalos de tempo 
definidos. Há registos históricos de possíveis pandemias desde o século V a.C., embora pouco se 
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conheça sobre a virologia das pandemias de gripe que ocorreram antes do século XX. No século XX, 
foram reconhecidas 3 grandes pandemias de gripe com principal destaque para a pandemia 
conhecida por “Gripe pneumónica” em 1918, pela sua elevada mortalidade (Tabela I) [2, 4]. 
A pandemia de gripe mais recente ocorreu já este século, em Abril de 2009, associada a uma nova 
variante de vírus influenza do subtipo A(H1N1). 
 
Tabela I – Características das pandemias que ocorreram no século XX. Adaptado de George, 2014 
[2] 
 
 
1.3.1 Pandemia A(H1N1)pdm09 
Em 17 de Abril de 2009 foi detectado no tracto respiratório de duas crianças californianas uma nova 
variante de vírus influenza do subtipo A(H1N1), identificada como um recombinante entre um vírus 
triplo recombinante suíno (recombinante entre vírus suíno de linhagem clássica norte americana, 
vírus aviário de linhagem americana e vírus sazonal humano) e um vírus suíno da linhagem 
eurasiática (Figura 3).  
Mais tarde, confirmou-se que esta nova variante de vírus influenza estava na origem de casos não 
usuais de síndrome gripal observados no México anteriormente a esta data, durante Março de 2009. 
A rápida propagação e dispersão desta nova variante a nível mundial levou a OMS a decretar a 
primeira pandemia de gripe do século XXI no dia 11 de Junho de 2009. O primeiro caso de gripe com 
a nova variante pandémica A(H1N1)pdm09 em Portugal foi detectado a 29 de Abril de 2009 e no total 
foram registados 200 000 casos e 124 mortes associadas a infecções com esta nova variante [2, 19]. 
 
1.4 Estrutura, genoma e proteínas 
Os vírus influenza são partículas pleomórficas com cerca de 80 a 120 nm, com invólucro lipídico e 
genoma segmentado de RNA de cadeia simples e polaridade negativa (8 segmentos nos vírus 
influenza do tipo A e B e 7 segmentos nos vírus influenza do tipo C). Os segmentos genéticos dos 
vírus influenza codificam 16 proteínas no caso dos vírus influenza do tipo A, 11 nos vírus influenza do 
tipo B e 9 nos vírus influenza do tipo C [3]. 
Período Designação Subtipo Mortalidade (global) Mortalidade (Portugal)
1918 - 1919 Gripe Pneumónica A(H1N1) 20 - 50 milhões 60 000 - 100 000
1957 - 1958 Gripe Asiática A(H2N2) 1 - 4 milhões 1 050
1968 - 1969 Gripe de Hong Kong A(H3N2) 1 - 4 milhões s/ registo
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Figura 3 – Representação esquemática dos processos de recombinação que deram origem à 
variante do vírus influenza A(H1N1)pdm09. Adaptado de Neumann et al., 2009 [20] 
 
No virião, os segmentos de RNA viral (vRNA) encontram-se envolvidos pela nucleoproteína (NP) e 
ligados na sua extremidade às subunidades da polimerase viral, PA, PB1 e PB2 formando os 
complexos de ribonucleoproteínas virais (vRNP). Os vRNP encontram-se ligados à matriz (M1) que 
dá estrutura e suporta o invólucro do virião, invólucro lipoproteico que apresenta um aspecto 
espiculado devido à presença das glicoproteínas de superfície HA e NA. O virião apresenta ainda um 
canal iónico M2 que atravessa o invólucro lipídico e a M1 (Figura 4). Para além da informação para 
estas proteínas estruturais, os vírus influenza contêm ainda no seu genoma informação para a 
proteína não estrutural NS1 que apenas é transcrita durante a replicação viral. Pensa-se que esta 
proteína estará associada à regulação de mecanismos celulares nas células infectadas [3, 4]. 
O genoma dos vírus influenza é constituído por aproximadamente 14 kb divididos pelos vários 
segmentos que se encontram resumidos na Tabela II. 
O segmento 1 codifica a proteína PB2, subunidade básica 2 da polimerase viral. O principal papel da 
PB2 é a captura de mRNA celular com extremidade cap 5’ que vai ser incorporada no vRNA e que é 
necessária à sua transcrição. A adição da extremidade cap 5’ ao vRNA transcrito confere-lhe uma 
protecção contra a degradação pelas endonucleases celulares [21, 22]. A PB2 é também 
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considerada um determinante de virulência por apresentar a capacidade de inibir a resposta antiviral 
inata do hospedeiro, através da sua interacção com a proteína MAVS (mithocondrial antiviral 
signaling) inibindo a expressão de interferão β [23]. 
 
   
Figura 4 – Representação esquemática da estrutura de um vírus influenza do tipo A. O invólucro viral 
é constituído por uma membrana lipídica contendo as glicoproteínas de superfície neuraminidase e 
hemaglutinina e os canais iónicos M2. A estrutura viral é suportada pela matriz M1. No interior da 
partícula viral encontram-se os complexos de ribonucleoproteínas virais (vRNP) de cada segmento 
viral, constituídos pelo RNA viral de cadeia simples e polaridade negativa envolto e organizado na 
nucleoproteína. Na sua extremidade o RNA viral encontra-se ligado à polimerase viral constituída por 
três subunidades, PB2, PB1 e PA. 
 
Tabela II – Tamanho e proteínas codificadas por cada segmento genético dos vírus influenza. 
Adaptado de Rebelo-de-Andrade, 2014 [9] 
 
 
PB2 
PB1 
PA 
HA 
NP 
NA 
M 
NS 
-  RNA cadeia simples polaridade negativa 
-  Nucleoproteina 
-  Subunidade PA da polimerase viral 
-  Subunidade PB1 da polimerase viral 
-  Subunidade PB2 da polimerase viral 
-  Hemaglutinina 
-  Neuraminidase 
-  Canal iónico M2 
-  Matrix M1 
-  Membrana lipídica 
Segmento Tamanho (nt) Proteina Tamanho (nt) Proteina Tamanho (nt) Proteina Tamanho (nt) Proteina
1 2341 PB2 2396 PB2 2365 PB2 2364 PB2
PB1
PB1-F2
PB1-N40
PA
PA-X
PA-N155
PA-N182
4 1778 HA 2882 HA 2073 HE 2049 HE
5 1565 NP 1842 NP 1807 NP 1775 NP
NA
NB
M1 M1
P42 P42
M2 M2
NS1 NS1 NS1 NS1
NEP/NS2 NEP/NS2 NEP/NS2 NEP/NS2
Influenza A Influenza B Influenza C Influenza D
2 2341 PB12330PB12363PB12386
230822333
----1557NA14136
P32195P32183PA
8 890 1098 935 868
1219M1BM27 1027
M1
M2
M42
1188 1180
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O segmento 2 codifica a subunidade PB1 da polimerase viral e ainda as proteína PB1-F2 e PB1-N40 
nos vírus influenza do tipo A [24, 25]. A PB1 é a subunidade da polimerase viral responsável e 
essencial para a transcrição e replicação do vRNA [24, 26]. Nos vírus influenza do tipo A, a proteína 
PB1-F2 é codificada pela ORF(+1) do segmento viral 2 e apresenta um tamanho de 87 aminoácidos. 
Apenas é detectada nas células infectadas, não fazendo parte da constituição da partícula viral. A 
PB1-F2 é normalmente detectada no final do ciclo replicativo nas paredes da mitocôndria, fazendo 
com que haja uma perda da integridade da membrana mitocondrial que leva à indução da apoptose 
numa fase tardia da infecção [27-29]. Alguns estudos indicam ainda esta proteína como um regulador 
da actividade da polimerase, ou até mesmo como um factor de virulência [29]. Nalgumas estirpes 
apresenta-se sobre a forma truncada indicando que não é uma proteína essencial para a replicação 
viral [28]. Recentemente, foi identificada a proteína PB1-N40 com origem na transcrição do segmento 
PB1 num segundo codão de iniciação, que gera uma proteína com a mesma sequência da PB1 mas 
truncada 40 aminoácidos na região terminal N. Esta proteína é apenas transcrita nas células 
infectadas e perde a zona associada à transcrição na proteína PB1 [24, 25, 30]. Ainda pouco se sabe 
sobre esta proteína devido à sua recente descoberta. 
O segmento genético 3 dos vírus influenza do tipo A e do tipo B codificam a subunidade PA da 
polimerase viral. À proteína PA é associado o papel de endonuclease uma vez que é responsável por 
clivar o mRNA celular com extremidade cap 5’ capturado pela PB2. Esta clivagem do mRNA celular 
acontece entre os nucleótidos 10 e 13 após a extremidade cap 5’ e este segmento vai servir de 
primer para a transcrição do segmento de vRNA pela PB1[21, 22, 31]. Nos vírus influenza do tipo A o 
segmento genético 3 também dá origem, via transcrição ribossomal, à proteína PA-X. Apesar de esta 
proteína ser ainda pouco conhecida, os primeiros estudos com esta proteína demonstraram que ela 
aumenta a replicação viral, através da estimulação da actividade da polimerase, e tem a capacidade 
de inibir a resposta imunitária inata do hospedeiro aumentando assim a patogenicidade dos vírus que 
a apresentam [32, 33]. Outras duas proteínas codificadas por este segmento foram identificadas, a 
PA-N155 e a PA-N182, que se pensa poderem ter impacto no ciclo replicativo do vírus [34]. 
O segmento genético 4 codifica a proteína precursora da HA, a HA0, que quando clivada por 
protéases celulares nas subunidades HA1 e HA2 dá origem à HA funcional. A proteína HA é a 
glicoproteína de superfície responsável pela ligação do vírus influenza aos receptores de ácido 
siálico da célula no início do ciclo replicativo. A HA ainda é responsável por mediar a fusão da 
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membrana do invólucro viral com a membrana do endossoma para que ocorra a libertação dos vRNP 
[3, 35].  
O segmento viral 5 codifica a nucleoproteína NP, a componente principal dos vRNP. Esta proteína 
encontra-se ligada ao vRNA de modo a mantê-lo organizado no virião, desempenhando um papel 
importante na transcrição e replicação do genoma viral [36]. A proteína NP tem ainda um papel 
essencial na importação e exportação dos vRNP entre o citoplasma e núcleo celular, apresentando 
um motivo NLS (nuclear localization signal) necessário à importação dos vRNP para o núcleo, onde 
irá ocorrer a transcrição dos vRNA e a formação de novos vRNP que se ligam à NEP (Nuclear Export 
Protein) e à M1 para formarem o complexo NEP-M1-vRNP, complexo este que é essencial à 
exportação dos recém formados vRNP do núcleo para o citoplasma, para que sejam posteriormente 
incorporados na progenia viral [37, 38]. 
O segmento viral 6 codifica outra importante proteína de superfície, a Neuraminidase. Esta é menos 
abundante que a HA e tem o principal papel de clivar as ligações da HA ao receptores de ácido 
siálico, função essencial para a libertação da progenia viral das paredes das células infectadas [3, 4]. 
Esta propriedade da NA permitiu o desenvolvimento de um tipo de antivirais contra o vírus influenza, 
os inibidores da NA, que se ligam ao sítio activo da NA impedindo que ocorra a clivagem da ligação 
da HA aos receptores de ácido siálico das células infectadas, fazendo com que a progenia viral fique 
ligada à membrana da célula, impedindo assim a infecção de mais células [39]. Nos vírus influenza 
do tipo B, este segmento codifica ainda uma segunda proteína, a NB, uma proteína membranar que 
pode ser encontrada na membrana das células infectadas e na membrana dos viriões. O seu papel 
no ciclo replicativo dos vírus influenza do tipo B não é, ainda, conhecido pois em estudos em que 
esta proteína não é expressa não é observado qualquer efeito na replicação viral [40]. 
O sétimo segmento do genoma viral codifica a proteína da matriz M1 e, por um mecanismo de 
splicing, as proteínas M2 e M42. A proteína matriz M1 é a responsável pela estrutura do virião 
encontrando-se distribuída por todo o lado interno do invólucro viral, estabelecendo ligações com 
todos os componentes virais, nomeadamente com os vRNP, com as glicoproteínas de superfície e 
com os canais iónicos M2. Como descrito anteriormente, durante o ciclo replicativo a proteína M1 
migra para o núcleo onde se vai formar o complexo NEP-M1-vRNP, essencial para a exportação dos 
recém formados complexos vRNP do núcleo para o citoplasma [41]. A proteína M2 é um canal iónico 
presente no invólucro viral e apresenta um papel fundamental na fase inicial do processo replicativo. 
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Após a endocitose da partícula viral o pH do interior do endossoma baixa, activando o canal iónico 
formado pela proteína M2 fazendo com que o pH no interior do virião também desça. Esta descida de 
pH leva a modificações na conformação da HA fazendo com que o invólucro viral se funda com a 
membrana do endossoma e ocorra a libertação dos vRNP para o citoplasma celular [3]. Esta proteína 
foi o alvo dos primeiros antivirais utilizados para o combate à infecção pelo vírus influenza, a 
amantadina e a rimantadina, que bloqueam o canal iónico formado pela M2 impedindo assim a 
replicação viral. Contudo, estes antivirais só são eficazes contra os vírus influenza do tipo A, e em 
1994-1995 começaram a surgir estirpes com mutações na proteína M2 que se estabeleceram nos 
vírus circulantes e que lhes conferiram resistência a esta classe de antivirais [42]. A proteína M42 
está descrita como um backup da proteína M2, desempenhando as mesmas funções, 
particularmente em vírus mutados que não expressam a proteína M2 [43]. Nos vírus influenza do tipo 
B o segmento genético 7 codifica também a proteína BM2 que para além da função de canal iónico 
também lhe é associado um papel importante na incorporação dos vRNPs nas novas partículas virais 
[44, 45]. 
Por fim, o oitavo segmento codifica a proteína não estrutural 1 (NS1) e a NEP. A NS1 é uma proteína 
que só é transcrita na célula infectada e que não faz parte da constituição da partícula viral. É uma 
proteína com inúmeros domínios funcionais que interagem com componentes celulares e virais para 
regular vários mecanismos de modo a tornar possível, ou mais eficiente, o ciclo replicativo. Destaca-
se a afinidade da sua ligação aos RNAs, capturando os mRNAs celulares impedindo a sua 
transcrição e protegendo os vRNA das RNAses celulares, e a capacidade de manipular a defesa 
antiviral celular através da inibição da produção de IFN e da indução da apoptose além de ter um 
papel regulatório da polimerase viral [46, 47]. À proteína NEP, juntamente com a M1, como descrito 
anteriormente, é associada a função de exportação dos recém formados vRNP do núcleo para o 
citoplasma. Alguns estudos indicam ainda a NEP como reguladora da transcrição/replicação do 
genoma viral [48]. 
 
1.5 Ciclo replicativo 
Os vírus influenza começam o seu ciclo replicativo ligando-se aos receptores de ácido siálico 
presentes no tracto respiratório do hospedeiro. Esta ligação é mediada pela glicoproteína de 
superfície HA, que vai fazer com que a membrana da célula do hospedeiro comece a invaginar e 
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inicie o processo de endocitose da partícula viral. Este processo de defesa celular que passa pela 
compartimentação do corpo estranho à célula num endossoma para a sua destruição, na verdade vai 
ser essencial para a replicação viral pois a diminuição do pH no interior do endossoma vai ser 
responsável (1) pela alteração da conformação da HA ligada à parede interior do endossoma que vai 
fazer com que a membrana do endossoma e da partícula viral se fundam; e (2) por activar o canal 
iónico M2 que vai permitir a passagem dos protões para o interior da partícula viral levando à 
dissociação das ligações M1-vRNP. Estas duas alterações provocadas pela diminuição do pH no 
interior do endossoma vão fazer com que ocorra a libertação dos complexos vRNP no citoplasma 
celular. A presença do motivo NLS na proteína NP viral vai fazer com que os complexos vRNP 
migrem do citoplasma para o núcleo da célula infectada. Uma vez no núcleo, a PB2 dos complexos 
vRNP vai capturar mRNA celular com extremidade Cap5’ que vai ser clivado pela PA 10-13 
nucleótidos após a extremidade Cap5’, este segmento de mRNA clivado vai servir de primer para o 
início da transcrição do vRNA de sentido negativo, para RNA de sentido positivo pela PB1. Este RNA 
de sentido positivo transcrito pela polimerase viral vai (1) servir de template para a transcrição de 
mais vRNA pela RNA polimerase viral, e (2) migrar para o citoplasma e servir de mRNA para o início 
da tradução das proteínas virais, pelos ribossomas celulares. As recém formadas (1) NP, PB1, PB2 e 
PA migram para o núcleo da célula infectada para se ligarem ao vRNA recém replicado e formarem 
novos complexos vRNP; (2) M1 e NS2 vão igualmente migrar para o núcleo para formarem um 
complexo M1:NS2, responsável pelo transporte dos recém formados complexos vRNP do núcleo 
para o citoplasma; (3) HA, NA e M2 vão-se integrar na membrana celular após sofrerem uma 
maturação e glicolisação no retículo endoplasmático e no complexo de golgi, respectivamente e (4) 
NS1 vai impedir a maturação dos mRNAs celulares. Os recém formados complexos vRNP vão migrar 
para junto da membrana celular (já contendo as HA, NA e M2) onde vai ocorrer uma gemulação da 
membrana para formar a nova partícula viral. Por fim, a NA vai clivar as ligações entre a HA e os 
receptores de ácido siálico libertando a progenia viral [3, 4, 22, 49-51]. 
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Figura 5 – Representação esquemática do ciclo replicativo dos vírus influenza. A hemaglutinina dos 
vírus influenza liga-se aos receptores de ácido siálico da célula hospedeira (A) provocando uma 
invaginação da membrana celular e a activação do processo de endocitose (B). A diminuição do pH 
dentro do endossoma (C) vai provocar uma alteração de conformação na HA e na M1 que faz com 
que a membrana do endossoma se funda com o envelope viral e ocorra a libertação dos complexos 
vRNPs para o citoplasma (D). O motivo NLS na NP viral vai fazer com que os complexos vRNP 
sejam transportados para o núcleo celular (E) onde vai ocorrer a transcrição (F) e replicação do 
genoma viral (G) pela RNA polimerase viral. O mRNA viral vai migrar para o citoplasma para ser 
processado pelos ribossomas celulares e dar origem às proteínas virais (H). As proteínas HA, NA e 
M2 vão sofrer um amadurecimento conformacional no retículo endoplasmático e complexo de golgi 
até serem incorporadas na membrana celular (I), a PA, PB1, PB2 e NP vão migrar para o núcleo 
para auxiliar a replicação do RNA viral e formarem novos complexos vRNP (J) e a NEP e a M1 vão 
migrar para o núcleo para formar um complexo NEP:M1 essencial para a exportação dos novos 
complexos vRNP (K). A proteína M1 vai manter-se ligada aos complexos RNPs que vão migrar até à 
membrana celular onde se vão formar as novas partículas virais (L). Por fim, a clivagem das ligações 
HA:célula hospedeira pela NA vai levar à libertação da progenia viral (M). Adaptado de Das et al., 
2010 [3, 4, 22, 49-51] 
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1.6 Interacções vírus/hospedeiro: vírus influenza e a apoptose 
Para além do função principal que cada proteína viral tem no ciclo replicativo dos vírus influenza 
muitas outras funções secundárias vão sendo reveladas e a maioria destas funções reflectem 
interacções com mecanismos celulares mostrando que o vírus influenza foi evoluindo de modo a 
controlar/contornar a resposta celular inata às infecções [52-55]. Estudos reportam 1023 interacções 
entre o vírus influenza e proteínas das células hospedeiras, levando ao controlo pelo vírus de alguns 
mecanismos celulares como por exemplo a via do fosfatidilinositol 3-cinase(PI3K)/Akt, a via do factor 
nuclear κB (NF-κB)/inibidor do NF-κB (IκB), via das proteína-cinases activadas por mitógenos 
(MAPK) ou a via de sinalização da proteína cinase C(PKC)/proteína cinase R (PKR) [52, 53]. 
A proteína não estrutural NS1 tem um papel fundamental nas interacções vírus-hospedeiro pois 
contém múltiplos domínios funcionais que interagem com diversas proteínas/vias celulares das 
células hospedeiras [46]. Uma das vias manipuladas por esta proteína é a activação da via de 
sobrevivência PI3K/Akt que vai inibir, numa fase inicial, a indução da apoptose activada como 
resposta celular à infecção, permitindo uma replicação viral mais eficiente [56, 57]. 
A apoptose é um processo celular através do qual a célula se suicida após receber um estimulo 
interno ou externo. Nos estudos que descrevem a interacção dos vírus influenza sobre a apoptose, 
uns associam esta interacção como uma manipulação da resposta celular antiviral, outros relatam 
que os vírus influenza desenvolveram estes mecanismos de interacção aproveitando-os para uma 
replicação mais eficiente [56, 58-60]. 
 
1.6.1 Apoptose 
A apoptose é um processo controlado de morte celular em que através de vários acontecimentos 
bioquímicos a célula sofre alterações morfológicas, bioquímicas e fisiológicas que a levam a uma 
morte individualizada sem afectar as células adjacentes, evitando uma resposta inflamatória. As 
células em apoptose são caracterizadas por uma agregação e marginalização da cromatina, 
diminuição do volume citoplasmático, condensação do núcleo e culmina com a fragmentação da 
célula em corpos apoptóticos que irão ser fagocitados por outras células [61, 62]. 
Existem duas vias principais que levam à apoptose nas células, a via extrínseca (ou via dos 
receptores de morte) e a via intrínseca (via mitocondrial) que vão activar uma cascata de caspases, 
uma família de proteases de cisteína com especificidade para resíduos de ácido aspártico. Na via 
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extrínseca, a forma inactiva da caspase iniciadora 8 encontra-se ligada aos receptores de morte 
presentes na membrana celular. Quando um estímulo apoptótico externo se liga aos receptores de 
morte, vai ocorrer a activação da caspase 8 que por sua vez vai activar as caspases efectoras 3, 6 e 
7 que vão levar à apoptose da célula. Na via intrínseca, estímulos apoptóticos internos vão 
influenciar a permeabilidade da mitocôndria celular e, consequentemente, levar à libertação de 
citocromo c. A presença de citocromo c no citoplasma vai levar à activação da caspase iniciadora 9 
que por sua vez vai activar as caspases efectoras 3, 6 e 7 e levar a célula a entrar em apoptose. A 
activação da caspase 8 na via extrínseca poderá ainda activar a clivagem da Bid que irá influenciar a 
permeabilidade da membrana mitocondrial recrutando assim também a activação da via intrínseca 
(Figura 6) [63-66]. 
 
Figura 6 – Representação esquemática das vias de indução da apoptose. Na via extrínseca, um 
estímulo apoptótico externo liga-se aos receptores de morte levando à activação da caspase 8 que 
por sua vez vai activar as caspases efectoras 3, 6 e 7 que vão levar à apoptose da célula. Na via 
intrínseca, estímulos apoptóticos internos vão influenciar a permeabilidade da mitocôndria celular 
levando à libertação de citocromo c. A presença de citocromo c no citoplasma vai activar a caspase 
iniciadora 9 que por sua vez vai activar as caspases efectoras 3, 6 e 7 e levar a célula a entrar em 
apoptose. A activação da caspase 8 na via extrínseca poderá ainda activar a clivagem da Bid que irá 
influenciar a permeabilidade da membrana mitocondrial recrutando assim também a activação da via 
intrínseca. Adaptado de Sola et al., 2001 [62] 
 
As proteínas celulares da família Bcl-2 têm um papel fundamental na apoptose, os membros desta 
família partilham um estrutura semelhante, diferindo entre elas nalguns domínios funcionais. Uns 
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elementos desta família têm função anti-apoptótica outros têm função pro-apoptótica e é o equilíbrio 
entre os membros desta família que decide o destino da célula. A presença de um estímulo 
interno/externo vai levar à alteração deste equilíbrio fazendo com que a célula entre, ou não, no 
processo apoptótico [67]. Outra família de proteínas importantes no processo da apoptose são as 
proteínas inibidoras da apoptose (IAPs), enquanto as proteínas da família Bcl-2 regulam a entrada ou 
não no processo apoptótico, as IAPs têm a capacidade de inibir o processo de apoptose já em curso 
(numa fase inicial) actuando ao nível da inibição das caspases [68]. 
A apoptose é um processo importante na resposta celular às infecções virais pois permite que a 
célula cometa suicídio para impedir/reduzir a replicação viral, no entanto, a rápida evolução dos vírus 
permitiu-lhes desenvolverem mecanismos para contornar/manipular esta resposta celular [69]. 
 
1.6.2 Controlo da apoptose pela NS1 
A proteína NS1 tem um papel importante nas interacções vírus-hospedeiro com vários domínios 
funcionais já descritos que interagem com diferentes mecanismos/proteínas celulares [46]. O motivo 
SH3 da NS1 está descrito como um motivo com afinidade de ligação à subunidade p85β do PI3K 
fazendo com que a presença da NS1 se ligue ao PI3K activando a via de sobrevivência do PI3K/Akt 
[70]. A via do Akt tem sido descrita como estando implicada tanto na sobrevivência da célula 
infectada como na eficiência da replicação viral pois vai inibir a apoptose induzida pela infecção viral 
[56, 70, 71]. O Akt tem vários alvos que podem levar à inibição da apoptose, como a fosforilação da 
Caspase 9, a activação da proteína Mdm2 – inibidor do factor pro-apotótico p53, a inibição dos 
factores pró-apoptóticos FOXO e Bad ou a activação da IkB cinase, entre outros (Figura 7) [56, 70, 
72-78]. 
A IκB cinase (IKK), um dos alvos do Akt, por sua vez é responsável pelo controlo da activação do 
factor de transcrição nuclear NF-κB. Em condições de equilíbrio celular, o NF-κB encontra-se retido 
no citoplasma celular através da interacção com a proteína IκB que vai impedir que o NF-κB migre 
para o núcleo [79]. Após um estímulo de activação, a IKK vai fosforilar a proteína IκB levando à sua 
dissociação do NF-κB, permitindo a migração deste factor de transcrição para o núcleo onde vai 
induzir a transcrição de proteínas de sobrevivência, como a Bcl-XL, a Bcl-2 e a XIAP (Figura 7) [80-
82]. 
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Figura 7 – Representação esquemática dos factores anti-apoptóticos activados pela via de 
sobrevivência do PI3K/Akt. O Akt tem vários alvos anti-apoptóticos: a fosforilação da Caspase 9; a 
activação da proteína Mdm2 – inibidor do factor pro-apoptótico p53; a inibição dos factores pró-
apoptóticos FOXO e Bad; e a activação da IκB cinase. A activação da IκB cinase vai fosforilar a 
proteína IκB levando à sua dissociação do NF-κB, permitindo a migração deste factor de transcrição 
para o núcleo onde vai induzir a transcrição de proteínas de sobrevivência, como a Bcl-XL, a Bcl-2 e 
a XIAP. 
 
Para além do PI3K/Akt, a NS1 também tem a capacidade de interagir com a PKR, a inibição do 
OAS/RNase L e o JNK/AP-1. Interacções que também se encontram descritas como capazes de 
inibir a indução da apoptose, durante a infecção com vírus influenza [46]. No entanto, alguns estudos 
mostram que a NS1 pode ter também um papel pro-apoptótico, indicando que a NS1, em relação à 
sua interacção com o mecanismo de apoptose, poderá ter dois papéis durante o ciclo replicativo, um 
inicial de inibição que vai permitir que o vírus se replique e outro mais tardio de indução permitindo 
assim a fagocitose da célula infectada [46]. 
 
1.6.3 Indução da apoptose pela PB1-F2 
A proteína PB1-F2 é uma proteína codificada pela ORF(+1) do gene PB1 e esta proteína, em 
conjunto com a NS1 está amplamente descrita como ligada ao controlo da apoptose das células 
infectadas. No entanto, a PB1-F2, ao contrário da NS1, tem a capacidade de induzir a apoptose 
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ligando-se à membrana mitocondrial onde vai formar um poro que vai conduzir à libertação do 
citocromo c para o citoplasma celular, levando à activação da caspase 9 e da apoptose através da 
via intrínseca numa fase tardia na infecção. No entanto, esta proteína apresenta-se na forma 
truncada nalgumas estirpes de vírus influenza (caso da variante AH1N1pdm09), perdendo a 
capacidade de indução da apoptose. A falta desta funcionalidade nalgumas estirpes não faz com que 
o ciclo replicativo seja menos eficiente dando uma indicação que a indução da apoptose pela 
proteína PB1-F2 numa fase tardia da infecção não é um processo essencial para a replicação do 
vírus influenza. No entanto, as estirpes com a proteína PB1-F2 funcional apresentam uma maior 
patogenicidade comparativamente com as restantes [27, 83-85]. 
 
1.6.4 Outras proteínas virais que influenciam a apoptose celular 
Para além das proteínas NS1 e PB1-F2, encontram-se descritas outras proteínas como tendo um 
possível impacto no processo apoptótico das células infectadas.  
Um estudo reportou que a PA de um dos vírus influenza tem a capacidade de interagir com 33 
proteínas mitocondriais, embora, à data, não tenham sido publicados estudos do impacto destas 
interacções na indução/inibição da apoptose, é possível que esta interacção interfira de alguma 
maneira com a estabilidade da membrana mitocondrial, elemento chave na activação da apoptose 
pela via intrínseca [86].  
A proteína NP também é apontada em vários estudos como responsável pela indução da apoptose 
celular, através da inibição de factores anti-apoptóticos, reportando a apoptose como processo 
essencial para uma replicação e libertação eficaz da progenia viral [87-89]. 
As glicoproteínas de superfície HA e NA também foram descritas como tendo um papel na indução 
da apoptose, no entanto, estudos recentes também apontam a NA como um factor indutor da 
sobrevivência celular durante a infecção [90-93]. 
A proteína M1 não induz directamente a apoptose da célula infectada, mas está descrito que parte da 
M1 consegue ligar-se ao factor anti-apoptótico Hsp70 (heat-shock protein 70) impedindo assim que 
este se ligue à protéase de activação da apoptose 1 (Apaf-1) e iniba a indução da apoptose. 
Igualmente, a proteína M2, vai levar de modo indirecto à indução da apoptose, pois ao impedir a 
fusão dos endossomas com os fagossomas, impede a degradação controlada destes. A presença de 
fagossomas na célula infectada vai activar os mecanismos de apoptose na célula infectada [94-96]. 
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Muitos são os estudos que exploram as várias vias, proteínas e/ou factores que estão implicados nas 
interacções vírus/hospedeiro que levam à inibição/indução da apoptose das células infectadas. Uma 
das armas que as células apresentam para combater os vírus e controlar a sua replicação. No 
entanto, toda esta bibliografia reporta estudos feitos com estirpes de vírus influenza do tipo A, 
estando o conhecimento em relação às estirpes do tipo B muito reduzido, sabendo-se apenas que a 
infecção com vírus do tipo B também induz a apoptose das células infectadas [97]. 
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2 Hipótese de trabalho e objectivos 
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2.1 Hipótese de trabalho 
Nos últimos anos têm sido publicados vários trabalhos a associar a infecção por vírus influenza do 
tipo A (nomeadamente os do subtipo A(H1N1) sazonal, A(H3N2) e A(H5N1)) com o mecanismo 
celular da apoptose. Porém, à data do inicio deste trabalho, havia poucos estudos sobre o mesmo 
tema relativamente aos vírus influenza do tipo B e nenhum sobre os vírus influenza da nova variante 
pandémica A(H1N1)pdm09. 
A maioria dos estudos refere o papel de diferentes proteínas virais dos vírus influenza do tipo A na 
indução/inibição da apoptose celular. De entre essas proteínas é à NS1 dos vírus influenza do tipo A 
(NS1A) que tem sido atribuída uma grande relevância, devido à sua capacidade de retardar a 
apoptose da célula infectada através da activação da via de sobrevivência do PI3K/Akt.  
Por sua vez, a proteína não estrutural dos vírus B (NS1B), menos estudada que a dos vírus influenza 
do tipo A, difere a nível estrutural, funcional e genético das do tipo A.  
 
Tendo em conta os aspectos referidos anteriormente, formulou-se a seguinte hipótese de trabalho: 
 
Os vírus influenza do tipo A e os vírus influenza do tipo B activam diferentes vias e perfis cinéticos de 
indução da apoptose nas células infectadas. 
 
2.2 Objectivos 
Com este trabalho de investigação pretende-se contribuir para o conhecimento dos mecanismos de 
apoptose associados à infecção por vírus influenza do tipo A e do tipo B. 
Com a emergência de uma nova variante de vírus influenza do tipo A, que deu origem à pandemia de 
2009 e que posteriormente se estabeleceu como uma variante sazonal responsável pelas epidemias 
gripais dos invernos subsequentes, e a falta de informação da genética, evolução e impacto no 
hospedeiro, tornou-se necessário estudar esta nova variante, quer a nível genético, quer o seu 
impacto no controlo da apoptose das células infectadas. 
 
Para testar a hipótese proposta para este trabalho, foram estabelecidos um objectivo geral e quatro 
objectivos específicos.  
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Adicionalmente, para alguns dos objectivos específicos foi estipulado um desenvolvimento 
experimental para implementar metodologias e/ou preparar material biológico necessário para o 
cumprimento desse objectivo.  
 
2.2.1 Objectivo geral 
 
- Determinação das diferenças na indução da apoptose em infecções pelos principais tipos de vírus 
influenza que infectam o Homem (tipo A e tipo B) assim como os principais factores, virais e 
celulares, que contribuem para essa diferença. 
 
2.2.2 Objectivos específicos 
 
1. Selecção de uma estirpe de vírus influenza representativa da nova variante pandémica 
A(H1N1)pdm09 e de uma estirpe representativa dos vírus influenza do tipo B (linhagem 
B/Victória); 
 
2. Avaliação das diferenças cinéticas na indução da apoptose entre a infecção por vírus 
influenza do tipo A e a infecção por vírus influenza do tipo B; 
 
3. Análise comparativa das diferenças na resposta celular em infecções pelos diferentes 
tipos de vírus influenza, em particular nos mecanismos e na síntese de factores celulares 
envolvidos na apoptose; 
 
4. Determinação dos componentes virais, muito em particular os factores genéticos, que 
induzem as diferenças na apoptose na infecção pelos diferentes tipos de vírus influenza. 
 
2.3 Desenvolvimento experimental previsto 
Para além das metodologias já existentes nos laboratórios onde este trabalho foi desenvolvido, de 
modo a cumprir os objectivos específicos estabelecidos foi necessário, à priori, proceder a um 
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desenvolvimento experimental de implementação/aferição de algumas metodologias assim como à 
preparação de material biológico.  
Assim, de modo a conseguir cumprir o primeiro objectivo específico, e pelo facto de estarmos, no 
início deste trabalho, perante a emergência de uma nova variante de vírus influenza pouco 
conhecida, foi necessário proceder a um estudo genético e evolutivo das estirpes de vírus influenza 
da nova variante pandémica A(H1N1)pdm09 que circularam em Portugal no início da pandemia de 
2009. Para este estudo foi necessário proceder à: 
- Implementação de uma estratégia de sequenciação do genoma da nova variante 
pandémica de vírus influenza A(H1N1)pdm09; 
- Sequenciação e estudo evolutivo das proteínas antigénicas de superfície HA e NA e da 
proteína não estrutural NS1 dos vírus influenza da nova variante pandémica que 
circularam em Portugal no início da pandemia; 
- Sequenciação do genoma completo dos vírus influenza da nova variante pandémica para 
analisar a variabilidade genética das estirpes nacionais e seleccionar uma estirpe 
representativa da variante A(H1N1)pdm09. 
 
Para os segundo e terceiro objectivos específicos foi necessário garantir um volume suficiente, para 
todos os ensaios, de vírus com uma concentração conhecida, de modo a ser possível o estudo da 
apoptose em células infectadas com a mesma dose infecciosa entre cada vírus. Para tal, foi 
necessário: 
- Constituir stocks virais das estirpes representativas da variante A(H1N1)pdm09 e do tipo 
B seleccionadas para este trabalho 
- Implementar e aferir uma técnica de titulação de vírus influenza do tipo A e do tipo B que 
permita titular os stocks virais constituídos; 
 
A determinação dos componentes virais, muito em particular os factores genéticos, que induzem as 
diferenças na apoptose na infecção pelos diferentes tipos de vírus influenza, foi estudada através do 
efeito da transfecção de células com cada um dos segmentos virais clonados em plasmídeo de 
expressão. Para obter estes plasmídeos foi necessário: 
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- Implementar e aferir uma técnica de clonagem dos segmentos genéticos de vírus 
influenza em plasmídeos de expressão bidireccionais;  
- construir uma biblioteca de genes com clones de todos os segmentos genéticos do vírus 
influenza do tipo A e do tipo B em plasmídeos de expressão bidireccional. 
 
 
Figura 8 – Diagrama resumo do objectivo geral e dos objectivos específicos estipulados para este 
trabalho e do desenvolvimento experimental necessário de implementar/aferir para o cumprimento de 
dos objectivos estipulados. 
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Os resultados presentes neste capítulo contribuíram para as seguintes publicações: 
- Giria MT, Rebelo de Andrade H, Santos LA, Correia VM, Pedro SV, Santos MA. Genomic 
signatures and antiviral drug susceptibility profile of A(H1N1)pdm09. J Clin Virol, 2012. 53: 140-144; 
- Santos LA, Correia V, Giria M, Pedro S, Santos MM, Silvestre MJ, Rebelo-de-Andrade H. Genetic 
and antiviral drug susceptibility profiles of pandemic A(H1N1)v influenza virus circulating in Portugal. 
Influenza Other Respir Viruses, 2011. 5 (Suppl. 1), 294–300; 
- Santos LA, Correia V, Pedro S, Alverca E, Santos MM, Silvestre MJ, Rebelo-de-Andrade H. 
Caracterização genética da nova variante pandémica do vírus influenza A(H1N1) 2009 em circulação 
em Portugal: resultados preliminares. Revista Portuguesa de Doenças Infecciosas, 2010. 6(1): 7-13; 
 
O material biológico utilizado neste capítulo foram estirpes de vírus influenza A(H1N1)pdm09 
isoladas no Laboratório de Resistência aos Antivirais do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 
Jorge pela Dra. Vanessa Correia a partir de amostras clínicas com diagnóstico molecular positivo 
para vírus influenza A(H1N1)pdm09 gentilmente cedidas pelas Doutora Maria José Silvestre e 
Doutora Maria Madalena Almeida Santos do Serviço de Patologia Clínica do Centro Hospitalar 
Lisboa Centro - Hospital Curry Cabral. 
 
A maioria da metodologia descrita neste capítulo foi executada pelo autor da tese, Luis André 
Santos, tendo a Doutora Marta Gíria e a Dra. Vanessa Correia auxiliado na sequenciação do genoma 
de algumas das estirpes estudadas.   
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3.1 Resumo 
Em Abril de 2009 uma nova variante do vírus influenza do subtipo A(H1N1) propagou-se rapidamente 
por todo o mundo, causando a primeira pandemia do século XXI. Embora a maioria dos casos 
associados à infecção com esta nova variante tenha tido uma apresentação clínica moderada, casos 
graves e fatais foram reportados [98]. No contexto de uma pandemia, a caracterização genética, a 
dinâmica de evolução molecular e a análise das implicações na saúde pública exigem uma análise 
sistemática dos vírus em circulação, quer a nível global quer a nível regional. Com a ausência desta 
informação a nível nacional, quando se iniciou a preparação do trabalho para esta tese, foi 
necessário priorizar a caracterização e evolução genética das estirpes em circulação no país. Este 
estudo contribuiu não só para a selecção de uma estirpe portuguesa, representativa da nova variante 
A(H1N1)pdm09, a ser utilizada nos ensaios subsequentes desta tese, como também para monitorizar 
a evolução genética das estirpes circulantes a nível nacional no início da pandemia.  
Para a caracterização e estudo evolutivo das estirpes em circulação em Portugal, foi necessário 
implementar a metodologia de sequenciação desta nova variante e estudo genético das 
glicoproteínas de superfície, HA e NA, e da proteína não estrutural NS1 (proteína associada à 
inibição da apoptose nos vírus influenza do tipo A). Foi ainda estudado o genoma completo de 
algumas estirpes de forma a verificar se os genes internos das estirpes portuguesas apresentavam a 
mesma assinatura genética dos circulantes nas diferentes regiões, a nível global. Assim como 
verificar a proximidade das estirpes circulantes no Homem com as estirpes zoonóticas 
representativas das linhagens que deram origem ao vírus da variante pandémica A(H1N1)pdm09. 
 
3.2 Implementação e aferição de um protocolo de sequenciação genómica para os vírus da 
variante pandémica A(H1N1)pdm09 
Para agilizar o processo de sequenciação e tornar acessível o maior número de informação genética 
possível a nível global, a OMS disponibilizou no seu sítio de internet um protocolo de sequenciação, 
desenvolvido pelo CDC para esta nova variante a 29 de Abril de 2009, com uma actualização do 
mesmo a 12 de Maio de 2009 [99]. A estratégia de sequenciação deste protocolo passa pela 
amplificação por RT-PCR de vários fragmentos de cada segmento genético, com sobreposição entre 
eles, utilizando primers específicos para o fragmento a amplificar aos quais foi adicionada uma 
terminação 5’ com a sequência nucleotídica dos primers universais M13. A adição desta terminação, 
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permite a utilização dos primers M13 forward e reverse na reacção de sequenciação cíclica de todos 
os fragmentos amplificados. 
 
3.2.1 Optimização dos primers 
Considerando que o vírus influenza adquire, normalmente, mutações no processo de adaptação ao 
Homem e que o protocolo acima referido foi disponibilizado pela OMS após o surgimento dos 
primeiros casos registados no México, antes do início da pandemia, foi necessário proceder ao 
levantamento de sequências de várias estirpes da variante pandémica de modo a verificar a 
adequabilidade dos primers descritos para as estirpes circulantes. Para tal, procedeu-se ao 
levantamento das sequências de cada gene disponíveis nas bases de dados internacionais, e ao seu 
alinhamento com as sequências dos primers. As sequências foram analisadas e os primers foram 
ajustados de modo a minimizar as diferenças entre a sequência dos primers e as sequências das 
estirpes da nova variante A(H1N1)pdm09. Das várias bases de dados disponíveis na altura da 
pandemia, a base de dados de referência onde se encontrou a informação mais recente e 
sistematicamente actualizada foi a base de dados GISAID [100]. Assim, o levantamento de 
sequências dos segmentos genéticos foi restringido a esta base de dados de modo a evitar a 
presença de duplicados. As sequências utilizadas foram todas as referenciadas como pertencentes a 
estirpes da nova variante pandémica e com a maioria da sequência do gene disponível. Para cada 
segmento genético foram utilizadas entre 38 e 61 sequências. A lista das sequências utilizadas e 
respectivos números de acesso encontra-se disponível no ANEXO A. 
As sequências foram alinhadas entre elas e com as sequências dos primers utilizando o programa 
bioinformático Megalign (Lasergene v7.0.0, DNASTAR, Madison, WI, USA; http://www.dnastar.com). 
A sequência do primer foi alterada sempre que se verificou uma diferença entre a base nucleotídica 
do primer e a base consensus das estirpes utilizadas nesta análise. Assim, sempre que todas as 
sequências apresentavam uma base nucleotídica diferente da presente no primer, esta foi alterada 
no primer para a base nucleotídica correspondente. Quando a diferença foi observada em apenas 
algumas das estirpes, alterou-se a base nucleotídica no primer pela base nucleotídica degenerada 
correspondente. As alterações à sequência original dos primers encontram-se descritas na Tabela III 
assinaladas a negrito. 
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3.2.2 Implementação do protocolo 
Para a implementação do protocolo de sequenciação genómica da variante pandémica 
A(H1N1)pdm09 foi utilizada a estirpe A/Portugal/02/2009, por ter sido uma das primeiras estirpes 
isoladas no laboratório com título e volumes ideais para a aferição do protocolo de sequenciação. 
Para a extracção do RNA viral foi utilizado o kit de extracção QIAamp® Viral RNA Mini kit (QIAGEN, 
Hilden, Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, no processo de 
extracção de RNA viral o vírus é lisado através da utilização de um tampão caotrópico que contém 
uma molecula “RNA carrier” que captura o RNA viral e ajuda a que este fique retido na membrana de 
sílica presente na coluna de extracção. A membrana é lavada com tampões de lavagem de forma a 
eliminar todos os contaminantes celulares. Por fim o RNA assim purificado é eluído da membrana 
com um tampão específico.  
No protocolo de sequenciação disponibilizado, os diferentes fragmentos dos segmentos genéticos 
são transcritos e amplificados por RT-PCR através da utilização do kit AccessQuickTM RT-PCR 
System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) e dos primers específicos para cada segmento. Nesta 
reacção são utilizados primers específicos de cada segmento viral com uma extensão de 18 bases 
nucleotídicas (bases nucleotídicas referentes à sequência dos primers universais M13) na 
extremidade 5’ que irão ser incorporadas em todos os fragmentos amplificados durante a reacção de 
RT-PCR, permitindo assim a utilização dos primers universais M13 na reacção de sequenciação 
cíclica (Tabela III). 
A aplicação dos primers optimizados no protocolo da OMS permitiu a amplificação, com qualidade, 
de todos os fragmentos não havendo necessidade de aferição das condições de reacção descritas. 
Resumidamente, foram utilizados 2 µl de eluído de RNA viral em 13 µl de mistura de reacção 
incubados nas seguintes condições: 48ºC durante 45 minutos (transcrição reversa), 94ºC durante 2 
minutos (desnaturação), e 30 ciclos de 20 segundos a 94ºC, 30 segundos a 50ºC e 1 minuto a 72ºC 
(amplificação), com uma incubação final de 7 minutos a 72ºC (extensão final). Estas condições estão 
descritas na Tabela IV.  
A verificação da amplificação foi realizada por electroforese em gel 1,2 % agarose (SeaKem® LE 
agarose, Lonza, Rockland, Maine, EUA) em 1x Tris-Borato-EDTA (TBE; 0,09M Tris, 0,09M ácido 
bórico e 2,5mM EDTA) corado com GelRedTM (Biotium, Hayward, California, EUA), e o tamanho dos 
fragmentos amplificados confirmado por comparação com um marcador de pesos moleculares de 
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fragmentos incrementados de 100 bp. A purificação dos fragmentos amplificados (degradação de 
primers e dNTPs - Desoxirribonucleotídos Fosfatados - não incorporados por ação de uma nuclease 
e uma fosfatase) foi realizada com o kit ExoSAP-ITTM (USB, GE Healthcare, Cleveland, Ohio, EUA) 
de acordo com as instruções do fabricante.  
 
Tabela III – Lista de primers utilizados na sequenciação do genoma do vírus A(H1N1)pdm09. 
Adaptado do protocolo disponibilizado pela OMS [99]. 
 
As bases nucleotídicas destacadas a negrito foram adaptadas das originalmente descritas no protocolo disponibilizado pela OMS [99]. A 
cinzento estão representados os primers/fragmentos não utilizados após a optimização do protocolo de sequenciação. Bases nucleotídicas: A – 
Adenina, C – Citosina, T – Timina, G – Guanina. Bases nucleotídicas degeneradas: R – A/G, Y – C/T, S – G/C, W – A/T, K – G/T, M – A/C, D – 
A/G/T, H – A/C/T, V – A/C/G. - – Base nucleotídica removida. 
 
Primer Forward (5'-3') Primer Reverse (5'-3')
1 TGTAAAACGACGGCCAGT CTCGAGCAAAAGCAGGTCAA CAGGAAACAGCTATGACC YAGYTGTGAYTCYGATGT
2 TGTAAAACGACGGCCAGT GTRACATGGTGGAAYAGRA CAGGAAACAGCTATGACC ACTTTGRTCAAYATCRTCATT
3 TGTAAAACGACGGCCAGT CCTGGCCAYGCAGAYCTCAG CAGGAAACAGCTATGACC CCAAARCTGAAAGAYGARCTAAT
4 TGTAAAACGACGGCCAGT CAGGCAGTRTTTATATTGAAGT CAGGAAACAGCTATGACC CCTCTAACTGGTTGAYCATGCAAT
5 TGTAAAACGACGGCCAGT CCRACWGAGGAACAAGCCGT CAGGAAACAGCTATGACC GGAGTATTCATCYACTCCCAT
6 TGTAAAACGACGGCCAGT AGGCAACCAGRAGATTGRTCCA CAGGAAACAGCTATGACC TTGTGACCAYTGAATTTTVACA
7 TGTAAAACGACGGCCAGT CCAAGYACVGAGATGTCGCTGAGA CAGGAAACAGCTATGACC TTRCTCARTTCATTGATGCT
8 TGTAAAACGACGGCCAGT CAACACTTATCAATGGATAAT CAGGAAACAGCTATGACC TAGTAGAAACAAGGTCGTT
1 TGTAAAACGACGGCCAGT AGCAAAAGCAGGCAAACCAT CAGGAAACAGCTATGACC TCTATTAGCCTTCCWGAYTCATT
2 TGTAAAACGACGGCCAGT CAGCTCAACCCRATTGATGGRCCACT CAGGAAACAGCTATGACC GTTCAAGCTTTTCRCAWATG
3 TGTAAAACGACGGCCAGT ACAAGRGTAGATAAACTRAC CAGGAAACAGCTATGACC CTGAACCAYTCGGGYTGATTT
4 TGTAAAACGACGGCCAGT TAAATACRATGACCAARGA CAGGAAACAGCTATGACC TTGAACATGCCCATCATCATYCCAGG
5 TGTAAAACGACGGCCAGT AATCAAAAYCCTMGAATGTT CAGGAAACAGCTATGACC AGCTCCATGCTRAAATTRGC
6 TGTAAAACGACGGCCAGT CAAATACCAGCAGARATGCTAGC CAGGAAACAGCTATGACC CCAAGRTCATTGTTTATCAT
7 TGTAAAACGACGGCCAGT ATGAGYAAAAAGAAGTCYTA CAGGAAACAGCTATGACC TCAATYTCYTTATGRCTGAC
8 TGTAAAACGACGGCCAGT GCYAATTTYAGCATGGAGCT CAGGAAACAGCTATGACC AGTAGAAACAAGGCATTT
1 TGTAAAACGACGGCCAGT AGCAAAAGCAGGTACTGAT CAGGAAACAGCTATGACC TAGTCSGCTTTGGTGGCCATYTC
2 TGTAAAACGACGGCCAGT CCGAATGCACTDTTGAARCACCGATT CAGGAAACAGCTATGACC TGGGAAAGCTTGCCCTCAATG
3 TGTAAAACGACGGCCAGT TATGAYTACAARGAGAA CAGGAAACAGCTATGACC GGCTCTTTCCAGCCAAAGAATGTC
4 TGTAAAACGACGGCCAGT TGCMTTGARAACTTTAGRGCCTA CAGGAAACAGCTATGACC TCRCAKGCCTTATTGAATTCATT
5 TGTAAAACGACGGCCAGT AAATTRAGTATTGARGAYCCG CAGGAAACAGCTATGACC TCHAGTCTYGGGTCAGTGAG
6 TGTAAAACGACGGCCAGT TGTTGGAGACCTTAAACAGTATGA CAGGAAACAGCTATGACC TCCGATTGGCCATGTTTCCGAT
7 TGTAAAACGACGGCCAGT AATGCATCCTGTGCAGCCATGGA CAGGAAACAGCTATGACC TTGTCCCTAAGWGCCTGAACAA
8 TGTAAAACGACGGCCAGT ATGAARTGGGGCATGGAGATGAG CAGGAAACAGCTATGACC AGTAGAAACAAGGTACCTTTT
1 TGTAAAACGACGGCCAGT ATACGACTAGCAAAAGCAGGGG CAGGAAACAGCTATGACC TCATGATTGGGCCAYGA
2 TGTAAAACGACGGCCAGT ACRTGTTACCCAGGRGATTTC- CAGGAAACAGCTATGACC GAAAKGGGAGRCTGGTGTTTA
3 TGTAAAACGACGGCCAGT ATGARGARCTRAGAGAGCA CAGGAAACAGCTATGACC TCTTTACCYACTRCTGTGAA
4 TGTAAAACGACGGCCAGT AGRATGRACTATTACTGGAC CAGGAAACAGCTATGACC TTCGKCATTRTAWGTCCAAA
5 TGTAAAACGACGGCCAGT TGGATGGTAYGGTTAYCAYCA CAGGAAACAGCTATGACC TCATAAGTYCCATTTYTGA
6 TGTAAAACGACGGCCAGT AAGATGAAYACRCARTTCACAG CAGGAAACAGCTATGACC GTGTCAGTAGAAACAAGGGTGTTT
1 TGTAAAACGACGGCCAGT CAGGGTAGATAATCACTCAC CAGGAAACAGCTATGACC AGAGCACATYCTGGGATCCAT
2 TGTAAAACGACGGCCAGT ATGGTRCTTTCTGCTTTTGATGA CAGGAAACAGCTATGACC TCTGGGCAGCTGTTTGAAATTTYCCTTT
3 TGTAAAACGACGGCCAGT TGGCATTCHAACCTRAATGAT CAGGAAACAGCTATGACC TTGRCTCTTGTGAGCDGG
4 TGTAAAACGACGGCCAGT GCTGCGGTGAARGGART CAGGAAACAGCTATGACCAAGCRATCTGGACYCCTCTTGT
5 TGTAAAACGACGGCCAGT TTCTGAGRGGRTCAGTTGCAC CAGGAAACAGCTATGACC AGTAGAAACAAGGGTATTTTTC
1 TGTAAAACGACGGCCAGT AGCAAAAGCAGGAGT CAGGAAACAGCTATGACC CTGGGCCRGAAATTCC
2 TGTAAAACGACGGCCAGT TACAGTAAAGACAAYAG- CAGGAAACAGCTATGACC GGKCCATCGGTCATTACA 476
3 TGTAAAACGACGGCCAGT GGTCAGCAAGTGCTTGYCATGA CAGGAAACAGCTATGACC CATATYTGAATGAAAYCC 561
4 TGTAAAACGACGGCCAGT AATGGRCARGCCTCRTACAA CAGGAAACAGCTATGACC GCTGCTYCCRCTAGTCCAGAT 621
5 TGTAAAACGACGGCCAGT TAGGATACATATGCAGTGG CAGGAAACAGCTATGACC AGTAGAAACAAGGAG 534
1 TGTAAAACGACGGCCAGT AGCAAAAGCAGGTAG CAGGAAACAGCTATGACC GCAATCTGYTCACAAGT
2 TGTAAAACGACGGCCAGT CACCGTGCCCAGTGAGCG CAGGAAACAGCTATGACC TCAYTTGAAYCGYTGCAT
3 TGTAAAACGACGGCCAGT TCAGCTGGWGCACTTGCCAGTTG CAGGAAACAGCTATGACC AGTAGMAACAAGGTAGT
1 TGTAAAACGACGGCCAGT AGCAAAAGCAGGGTGACAAARACA CAGGAAACAGCTATGACC TCAGTGAAAGCCCTTA
2 TGTAAAACGACGGCCAGT CGAGACWYTTAGAATGACAA CAGGAAACAGCTATGACC AGTAGAAACAAGGGTGTTTTTTAT
3 TGTAAAACGACGGCCAGT AAAGCDAAYTTCAGTGTA CAGGAAACAGCTATGACC TTCAATHAACCACCTTA
TGTAAAACGACGGCCAGT CAGGAAACAGCTATGACC
361
NS
M13
733
679
517
681
598
525
668
578
542
651
763
595
603
547
568
583
453
633
931
649
504
523
650
745
770
611
525
616
848
521
557
629
604
689
646
554
Tamanho 
Fragmento 
(pb)
NA
M
PB2
PB1
PA
HA
NP
799
711
776
608
600
613
569
Gene/ 
Fragmento
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Tabela IV – Condições da reacção de RT-PCR e de sequenciação cíclica do protocolo de 
sequenciação da variante A(H1N1)pdm09.Adaptado do protocolo disponibilizado pela OMS [99]. 
 
1 – volumes para uma concentração de primers a 10 µM e 3,2 µM para a reacção de RT-PCR e de sequenciação cíclica, respectivamente. 
 
Após a purificação dos fragmentos amplificados, cada fragmento foi submetido à reacção de 
sequenciação cíclica utilizando o reagente Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied 
Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Califórnia, EUA) e os primers universais M13 
forward e reverse (em reacções separadas) com as seguintes condições de sequenciação cíclica: 
desnaturação a 96ºC durante 4 minutos, 30 ciclos de amplificação com desnaturação a 96ºC durante 
10 segundos, hibridação a 50ºC durante 5 segundos e extensão a 60ºC durante 4 minutos, e uma 
extensão final a 60ºC durante 8 minutos (Tabela IV).  
O produto da reacção de sequenciação cíclica foi purificado através da utilização do kit comercial 
DyeEx® 96 plate (QIAgen) e a electroforese realizada no sequenciador ABI PRISM 3130xl Genetic 
Analyser (Applied Biosystems). A edição das sequências obtidas foi realizada com o software de 
edição de sequências Sequencing Analysis 5.3.1 (Applied Biosystems). A purificação do produto da 
reacção de sequenciação cíclica, e electroforese capilar e a edição das sequências foi realizada pela 
Unidade de Tecnologia e Inovação do Departamento de Genética Humana do Instituto Nacional de 
Saúde Doutor Ricardo Jorge (UTI-INSA). 
 
3.2.3 Análise das sequências 
Os ficheiros recebidos da UTI-INSA foram inicialmente analisados recorrendo ao software de análise 
de sequências Sequence Scanner V1.0 (Applied Biosystems). Nesta primeira análise foi apenas 
verificada a qualidade de cada reacção no que diz respeito à definição e tamanho da sequência 
produzida assim como a co-sequenciação de produtos inespecíficos. As sequências referentes à 
Fase RT-PCR Seq. Cíclica
RT-PCR Seq. Cíclica Transcrição reversa 45 m a 48ºC -
Mastermix 7,5 0,5 Desnaturação inicial 2 m a 94ºC 4 m a 96ºC
Primer Forward1 1,5 Reacção da Polimerase em cadeia 30 ciclos 30 ciclos
Primer Reverse1 1,5    Desnaturação 20 s a 94ºC 10 s a 96ºC
Água 2,5 8    Hibridação 30 s a 50ºC 5 s a 50ºC
RNA/DNA 2 0,5    Extensão 1 m a 72ºC 4 m a 60ºC
AMV 0,3 Extensão final 7 m a 72ºC 8 m a 60ºC
Mistura de reacção
Reagente
Volume (µl)
1
Condições de incubação
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mesma estirpe/gene foram posteriormente analisadas no programa Seqman (Lasergene v7.0.0, 
DNASTAR) para construir o contig1 do respectivo gene.  
Para cada segmento de genoma viral da estirpe A/Portugal/02/2009 em estudo procedeu-se ao 
alinhamento da sequência obtida com sequências de estirpes de vírus influenza A(H1N1)pdm09 
escolhidas aleatoriamente no espaço e no tempo e com sequências de estirpes pertencentes a 
várias linhagens do vírus influenza (linhagem humana sazonal; aviária americana e eurasiática; suína 
clássica, eurasiática e americana e a do triplo recombinante surgido na época de 90) com objectivo 
de verificar a proximidade genética das sequências da estirpe A(H1N1)pdm09 portuguesa com a 
sequência das estirpes da variante A(H1N1)pdm09 internacionais e das estirpes representativas das 
linhagens que deram origem a esta nova variante. Estas sequências foram extraídas da base de 
dados NCBI Influenza Vírus Resource [101] e os respectivos números de acesso encontram-se 
disponíveis no ANEXO B. 
Com base nos alinhamentos efectuados foram construídas árvores filogenéticas através do metódo 
Neighbor-Joining, com o modelo de substituição nucleotídica Tamura-Nei recorrendo ao software 
MEGA V.4.1. [102]. Todas as mutações detectadas nas sequências da estirpe A/Portugal/02/2009 
foram descritas tendo como referência a sequência da estirpe vacinal A/California/07/2009. 
 
A análise das sequências obtidas para a estirpe A/Portugal/02/2009 permitiu verificar que o genoma 
completo desta primeira estirpe A(H1N1)pdm09 analisada a nível nacional é geneticamente idêntico 
às identificadas a nível internacional, traduzido pelo alinhamento de cada segmento genético desta 
estirpe com os segmentos correspondentes das restantes estirpes A(H1N1)pdm09 incluídas na 
análise. Nas árvores filogenéticas é ainda possível observar a proximidade dos segmentos genéticos 
da variante A(H1N1)pdm09 com os segmentos genéticos das linhagens que deram origem ao vírus 
pandémico (Figura 9) [19, 103].  
 
 
                                                       
1  Termo utilizado em biologia molecular que representa a sequência consenso de DNA obtida pela sobreposição de 
fragmentos de DNA obtidos individualmente. 
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Figura 9 – Árvores filogenéticas do alinhamento das sequências de cada segmento genético da 
estirpe A/Portugal/02/2009 com sequências dos segmentos genéticos de várias estirpes da variante 
A(H1N1)pdm09 e com sequências dos segmentos genéticos de estirpes pertencentes a várias 
linhagens do vírus influenza. As árvores filogenéticas foram construídas usando o método Neighbor 
Joining com o modelo de substituição nucleotídica Tamura-Nei. Adaptado de Santos et al., 2010 [19]  
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3.2.4 Optimização do protocolo de sequenciação 
Após a primeira aplicação do protocolo de sequenciação do genoma da variante pandémica 
A(H1N1)pdm09 verificou-se a necessidade de o optimizar de forma a que a sua aplicação se 
tornasse mais eficaz em termos de rapidez na produção de resultados e custo económico. 
Na estratégia de sequenciação verificou-se (1) uma elevada sobreposição de fragmentos 
amplificados, (2) que todos os fragmentos eram correctamente amplificados e sem a presença de 
bandas inespecíficas, e (3) que a resolução dos electroferogramas resultantes da sequenciação 
permitia uma boa leitura das bases nucleotídicas até aos 600-700 pb. Assim, foi possível na maioria 
dos segmentos genéticos descartar a amplificação e sequenciação de alguns fragmentos intermédios 
(Figura 10 a cinzento). Na sequenciação do gene da NA foi ainda possível combinar o primer forward 
do fragmento 2 com o reverse do fragmento 3 e o primer forward do fragmento 4 com o reverse do 
fragmento 5, permitindo a amplificação de apenas 3 fragmentos para sequenciar todo o segmento 
(Figura 10).  
 
 
Figura 10 – Representação esquemática da estratégia de sequenciação optimizada para as estirpes 
da variante pandémica A(H1N1)pdm09. A cinzento estão representados os fragmentos eliminados. 
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A optimização deste protocolo permitiu reduzir o número de reacções de RT-PCR e de sequenciação 
cíclica necessárias para obter o genoma de uma estirpe de 46 reacções de RT-PCR para 30, e de 92 
reacções de sequenciação cíclica para 60. No entanto, recorreu-se à amplificação de outros 
fragmentos genéticos sempre que surgiram dúvidas nas sequências obtidas por aplicação do 
protocolo optimizado, nomeadamente para confirmação da presença de mutações ou na resolução 
de picos mistos no eletroferograma que poderiam comprometer a qualidade dos resultados. 
 
3.3 Sequenciação dos genes das glicoproteínas de superfície e da proteína não estrutural NS1  
No processo de adaptação de um vírus pandémico de transmissão zoonótica ao novo hospedeiro 
humano é natural ocorreram mutações que melhorem o fitness viral. Quando estas mutações surgem 
nos principais antigénios de superfície, HA e NA, podem ter um impacto importante na prevenção e 
controlo da pandemia uma vez que podem contribuir para a redução da eficácia da vacinação contra 
a nova estirpe e no sucesso da utilização de antivirais específicos inibidores da neuraminidase, tanto 
no tratamento dos doentes como na profilaxia. Torna-se, assim, fundamental uma monitorização 
constante e sistemática destas mutações. 
Após a implementação do protocolo de sequenciação para a nova variante A(H1N1)pdm09 foi 
necessário proceder ao estudo do background genético das proteínas antigénicas, HA e NA, das 
estirpes portuguesas de forma a detectar possíveis discrepâncias antigénicas relativamente à estirpe 
vacinal A/California/07/2009, assim como para detectar a presença de possíveis marcadores 
moleculares de resistência aos antivirais. Foi ainda incluída a sequenciação do gene da proteína 
NS1, normalmente associada à inibição do processo apoptótico das células infectadas, por interferir 
com a subunidade p85β do PI3K [70]. Assim, foram sequenciadas a subunidade HA1 do gene HA, a 
NA e a NS1, num total de 37 estirpes de vírus influenza da variante pandémica A(H1N1)pdm09, 
utilizando o protocolo optimizado e descrito no ponto 3.2. 
No domínio HA1 da HA, todas as sequências analisadas apresentaram as mutações P83S e I321V. 
Trinta e três apresentaram ainda a mutação S203T e, destas, 19 apresentaram a mutação D222E 
(Figura 11). É importante referir que esta última mutação ocorre no local de ligação da HA1 aos 
receptores celulares [104, 105]. Foram ainda detectadas pontualmente as mutações A73T e S185N 
nos locais antigénicos Cb e Sb, e a mutação K119N que origina um motivo N-X-S associado a 
potenciais locais de N-glicosilação [105, 106]. Apesar destas mutações ocorrerem em locais críticos 
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da subunidade HA1 da hemaglutinina, não foi descrita nenhuma implicação destas mutações na 
diminuição da resposta imunológica que afectasse a efectividade da vacina antigripal.  
Relativamente à NA, 34 estirpes apresentaram as mutações N248D e V106I. Quinze apresentaram 
adicionalmente a mutação Y155H e duas apresentaram a mutação I223V (Figura 11). As estirpes 
com a mutação I223V apresentaram uma susceptibilidade reduzida aos inibidores da neuraminidase, 
o que está de acordo com o descrito na bibliografia [107, 108]. 
 
 
Figura 11 – Árvores filogenéticas do alinhamento das sequências dos genes HA, NA e NS1 das 
estirpes isoladas em Portugal da variante pandémica do vírus A(H1N1)pdm09. As árvores 
filogenéticas foram construídas usando o método Neighbor Joining com o modelo de substituição 
nucleotídica Tamura-Nei. A negrito está assinalada a estirpe seleccionada como representativa da 
linhagem A(H1N1)pdm09 a ser utilizada neste trabalho, após o estudo do genoma completo. 
Adaptado de Santos et al., 2011 e Gíria et al., 2012 [105, 108] 
 
Na maioria das estirpes analisadas o gene que codifica a proteína NS1 apresentava as mutações 
I123V e A155V, tendo ainda sido detectadas outras mutações pontuais. De entre estas, destaca-se a 
mutação N139D na estirpe A/Portugal/25/2009 por ocorrer no sítio de interacção da NS1 com o 
p85β, ligação responsável pela inibição da apoptose na fase inicial da infecção. Note-se, contudo, 
que apenas as mutações nos aminoácidos 140 e 141 foram descritas na bibliografia como tendo 
capacidade para alterar a interacção NS1- p85β [109]. 
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 A/Portugal/66/2009
 A/Portugal/80/2009
 A/Portugal/07/2009
 A/Portugal/17/2009
 A/Portugal/19/2009
 A/Portugal/12/2009
 A/Portugal/63/2009
 A/Portugal/02/2010
 A/Portugal/01/2009
 A/Portugal/02/2009
 A/Portugal/41/2009
 A/Portugal/78/2009
 A/Portugal/06/2009
 A/Portugal/15/2009
 A/Portugal/18/2009
 A/Portugal/08/2009
 A/Portugal/82/2009
 A/Portugal/77/2009
 A/Portugal/114/2009
 A/Portugal/03/2009
 A/Portugal/23/2009
 A/Portugal/47/2009
 A/Portugal/14/2009
 A/Portugal/03/2011
 A/Portugal/46/2009
 A/Portugal/26/2009
 A/Portugal/33/2009
 A/Portugal/64/2009
 A/Portugal/52/2009
 A/Portugal/101/2009
 A/California/07/2009
0.001
 A155V
 I128M 
 P114H
 N133D
 T143I
 F103L
 F103C
 I123V
 V180I
 E55G
 R211K
Q121H
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3.4 Sequenciação do genoma completo 
Com o objectivo de verificar a variabilidade genética das estirpes nacionais ao nível dos genes 
internos, procedeu-se à sequenciação do restante genoma de 12 das 37 estirpes para as quais se 
analisaram os genes das glicoproteínas de superfície. A maioria das mutações detectadas nos genes 
internos mostraram uma variabilidade genética semelhante à maioria das estirpes globais, 
apresentando a assinatura genética do clade 7 definida por Nelson et al., 2009 [110]. Este clade é 
caracterizado pela presença das mutações S220T na HA, V106I e N248D na NA, V100I na NP e 
I123V na NS1 [110]. Foram ainda detectadas as mutações R54K e I354V no gene da PB2 e a 
mutação L122Q no gene da NP, também já descritas como presentes em estirpes de outros países 
[111, 112]. 
Foram detectadas outras mutações pontuais, mas não se encontrou descrito na bibliografia qualquer 
referência ao seu impacto no fitness viral (Tabela V). 
Com o estudo da variabilidade genética do genoma das estirpes nacionais da nova variante do vírus 
influenza do A(H1N1)pdm09, verificou-se que a variabilidade genética das estirpes nacionais é 
semelhante à observada a nível global.  
 
Tabela V – Mutações detectadas nos genes que codificam as proteínas do restante genoma de 13 
estirpes portuguesas. As mutações são descritas utilizando como referência a sequência da estirpe 
vaccinal A/California/07/2009. Adaptado de Santos et al. 2010 e Giria et al. 2012 [19, 108] 
 
Negrito – Mutações que representam variações das estirpes A(H1N1)pdm09 já descritas na literatura[110-112] 
Estirpe PB2 PB1 PA NP NS2/NEP M1 M2
A/Portugal/02/2009 - - P224S V100I; L122Q - - -
A/Portugal/06/2009 E191K - P224S; Q193K;P400L V100I; L122Q - - -
A/Portugal/07/2009 - S633G P224S V100I; L122Q - - -
A/Portugal/08/2009 R54K ; I463M - P224S; D347N; M561I V100I; L122Q - - -
A/Portugal/09/2009 R54K; I354V S384L P224S; D347N V100I; L122Q D54N - -
A/Portugal/10/2009 R54K S384L P224S; D347N V100I; L122Q D54N; G22E - -
A/Portugal/11/2009 R54K ; E249G S384L P224S; D347N V100I; L122Q D54N - -
A/Portugal/12/2009 R54K - P224S; S364N; N614S V100I; L122Q - - -
A/Portugal/13/2009 R54K S384L P224S; D347N; C95G; N409S V100I; L122Q S93G - -
A/Portugal/17/2009 V480I - P224S V100I; L122Q - - -
A/Portugal/18/2009 - - P224S; S296N V100I; L122Q - - -
A/Portugal/82/2009 V480I; D680E - P224S V100I; L122Q; K400R - - -
A/Portugal/01/2010 K340N S678N P224S; I94L; N675H
V100I; L122Q; 
V217I; V313I - - -
Proteina
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A optimização de um protocolo de sequenciação da nova variante A(H1N1)pdm09 e o estudo 
genético associado a esta optimização criaram a ferramenta e informação necessária para se poder 
seleccionar uma estirpe representativa desta variante a ser utilizada nos estudos comparativos de 
indução da apoptose por vírus influenza do tipo A e do tipo B. 
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4 Desenvolvimento experimental conducente 
ao estudo da apotose nos vírus influenza 
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A biblioteca de genes construída neste capítulo permitiu a publicação do artigo:  
- Giria M, Santos L, Louro J, Rebelo de Andrade H. Reverse genetics vaccine seeds for influenza: 
Proof of concept in the source of PB1 as a determinant factor in virus growth and antigen yield. 
Virology, 2016. 496:21-7; 
 
A maioria da metodologia descrita neste capítulo foi executada pelo autor da tese, Luis André 
Santos. A manutenção da linha celular MDCK-SIAT1 foi dividida entre o autor da tese, a Dra. 
Vanessa Correia e o Mestre João Louro.   
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4.1 Resumo 
Para assegurar a uniformização de todos os ensaios efectuados no estudo do efeito do vírus 
influenza na indução da apoptose das células infectadas, foi necessário criar um stock de cada 
estirpe viral incluída no estudo de modo a garantir que o ponto de partida para cada ensaio fosse o 
menos variável possível. Assim, para este trabalho foi necessário seleccionar uma estirpe 
representativa dos vírus influenza do tipo A e uma representativa dos vírus influenza do tipo B, 
propagá-las, constituir um stock com volume suficiente para todos os ensaios previstos e, por fim, 
titular a carga viral de cada stock de modo a ser utilizada a mesma dose infecciosa em todos os 
ensaios. Para a titulação dos stocks virais tentou-se implementar e aferir várias técnicas, tendo-se 
conseguido titular ambos os stocks virais apenas com a técnica de TCID50. 
Para o estudo do efeito dos vários componentes virais na indução/inibição da apoptose, foi 
necessário constituir uma biblioteca dos segmentos genéticos de cada stock clonados em 
plasmídeos de expressão bidireccionais. A construção da biblioteca de genes foi efectuada 
recorrendo a uma metodologia desenvolvida e optimizada a partir de um protocolo inicial cedido pelo 
CDC. O protocolo aplicado apenas permitiu a clonagem dos genes NS e M, para os restantes genes 
foi necessária uma optimização (1) da reacção de amplificação  e (2) da metodologia de clonagem 
utilizada para genes que continham na sua sequência a sequência reconhecida pela enzima de 
restrição SapI. Por fim, a recuperação de vírus a partir da transfecção de células com os 8 
plasmídeos de cada estirpe permitiu confirmar a viabilidade dos plasmídeos de expressão 
bidireccionais construídos. 
 
4.2 Selecção de estirpes 
Para este trabalho foram seleccionadas duas estirpes de vírus influenza, uma do tipo A e outra do 
tipo B. Para a selecção da estirpe do tipo A, num contexto de emergência de uma variante 
pandémica (que posteriormente se estabeleceu como uma variante sazonal, responsável pelas 
epidemias gripais dos invernos subsequentes), a falta de informação do impacto no hospedeiro e do 
controlo sobre a apoptose nas células infectadas, decidiu-se seleccionar uma estirpe pertencente à 
variante A(H1N1)pdm09 para ser incorporada nos estudos subsequentes deste trabalho. 
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Durante a optimização do protocolo de sequenciação das estirpes da nova variante A(H1N1)pdm09 
com a estirpe A/Portugal/02/2009 verificou-se que esta estirpe apresenta a mutação F103C no gene 
da NS1, para além de não ser uma mutação representativa da variabilidade genética observada nas 
estirpes da nova variante (nacionais e globais), esta mutação ocorre no local de interacção da NS1 
com o CPSF30, interacção que inibe a resposta celular à infecção levando a um aumento da 
virulência e da replicação viral [113, 114]. Assim, foi necessário seleccionar outra estirpe desta 
variante. Tendo em conta a caracterização genética, feita anteriormente, foi seleccionada a estirpe 
A/Portugal/82/2009 por ser representativa da variação genética observada nas estirpes circulantes a 
nível nacional e global e, como observado no ponto 3.4, por fazer parte do grupo de estirpes com 
uma assinatura genética característica do clade 7 definido por Nelson et al., 2009 [110]. 
No caso da estirpe seleccionada para representar os vírus influenza do tipo B, optou-se por 
seleccionar uma estirpe do tipo B da linhagem B/Victoria, linhagem aconselhada pela OMS para ser 
incluída na vacina trivalente da época 2009/2010 (altura em que foram seleccionadas as estirpes a 
incluir neste estudo) [115]. Assim, foi feita uma análise filogenética das sequências de estirpes de 
vírus influenza do tipo B presentes no biobanco de amostras do Laboratório de Resistência aos 
Antivirais do INSA. As sequências foram alinhadas com as sequências da estirpe vaccinal 
(2009/2010) B/Brisbane/60/2008 (CY115151) e com as duas estirpes de referência representantes 
de cada linhagem, B/Victoria/02/1987 e B/Yamagata/16/1988 (CY018757 e CY018765, 
respectivamente) utilizando o método de alinhamento ClustalW no software MEGA V.4.1 [102]. Com 
base no alinhamento efectuado foi construída uma árvores filogenética através do metódo Neighbor-
Joining, com o modelo de substituição nucleotídica Tamura-Nei recorrendo ao software MEGA V.4.1 
[102].  
A análise da árvore filogenética mostrou que as estirpes da época 2006/2007 eram geneticamente 
semelhantes à estirpe vacinal B/Brisbane/60/2008, tendo-se assim optado pela selecção duma 
destas estirpes (B/Lisboa/08/2006) para constituir o stock referente ao vírus influenza do tipo B 
utilizado neste trabalho (Figura 12). 
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Figura 12 – Árvore filogenética do alinhamento das sequências da subunidade HA1 do gene da HA 
das estirpes de vírus influenza do tipo B presentes no biobanco do Laboratório de Resistência aos 
Antivirais do INSA com as sequências da estirpe vacinal (2009/2010) B/Brisbane/60/2008 e das 
estirpes referência B/Victoria/02/1987 e B/Yamagata/16/1988 (CY115151, CY018757 e CY018765, 
respectivamente). A árvore filogenética foi construída utilizando o método Neighbor Joining com o 
modelo de substituição nucleotídica Tamura-Nei. 
 
4.3 Preparação de stocks virais  
A preparação dos stocks virais, das duas estirpes seleccionadas, foi efectuada através de 
isolamentos em células MDCK-SIAT1, sendo necessário estabelecer e manter esta linha celular em 
cultura. No ponto abaixo, para além da preparação das células MDCK-SIAT1 para o isolamento dos 
stocks, são já descritos, igualmente, os procedimentos de preparação de células necessárias para as 
restantes partes do trabalho (recuperação de vírus através de transfecção com sistema de 8 
plasmídeos, ensaios de cinética da apoptose, etc.). 
 
4.3.1 Cultura Celular 
Neste trabalho, foram utilizadas duas linhas celulares com procedimentos de propagação distintos: a 
linha celular MDCK-SIAT1 utilizada para o isolamento dos stocks virais e estudos in vitro da 
B/Lisboa/09/2005
B/Lisboa/13/2005
B/Lisboa/05/2005
B/Lisboa/08/2005
B/Lisboa/03/2005
B/Lisboa/19/2005
B/Lisboa/22/2005
B/Lisboa/02/2005
B/Lisboa/06/2005
B/Lisboa/01/2004
B/Lisboa/02/2008
B/Lisboa/10/2008
B/Lisboa/04/2008
B/Lisboa/09/2008
B/Lisboa/01/2008
B/Lisboa/08/2008
B/Lisboa/11/2005
B/Lisboa/12/2005
B/Yamagata/16/1988
B/Lisboa/02/2007
B/Lisboa/29/2006
B/Lisboa/16/2006
B/Lisboa/22/2006
B/Lisboa/08/2006
B/Lisboa/32/2006
B/Lisboa/27/2006
B/Lisboa/11/2006
B/Lisboa/05/2006
B/Lisboa/10/2006
B/Lisboa/04/2006
B/Lisboa/09/2006
B/Lisboa/21/2006
B/Lisboa/44/2006
B/Lisboa/49/2006
B/Brisbane/60/2008
B/Lisboa/32/2005
B/Victoria/02/1987
0.01
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indução/inibição da apoptose pelos vírus influenza e, a linha celular 293T para a recuperação de 
partículas virais a partir da transfecção destas com plasmídeos com os segmentos genéticos dos 
vírus. 
 
4.3.1.1 Células MDCK-SIAT1 
A linha celular Madin-Darby canine kidney (MDCK) é a linha celular recomendada pela Organização 
Mundial de Saúde (OMS) para o isolamento dos vírus influenza [116]. No entanto, Matrosovich et al. 
criaram uma variação desta linha celular transfectando-a com o gene humano CMP-
Nacetylneuraminate beta-galactoside α-2,6-sialyltransferase (SIAT1). Esta modificação genética 
confere às células a capacidade de sobrexpressar os receptores de ligação de ácido siálico na 
configuração α-2,6, receptores predominantes no tracto respiratório superior humano, aumentando 
assim o sucesso do isolamento de vírus influenza na linha celular transfectada comparativamente 
com células MDCK [117, 118]. 
Para a utilização da linha celular MDCK-SIAT1 em estudos com o vírus influenza, as células 
necessitam de uma pré-adaptação pois a presença de soro de feto de bovino (FBS, utilizado no 
crescimento das células) inibe a replicação viral. Assim, é necessário uma habituação das células à 
privação de FBS. Para tal, desde que são descongeladas as células MDCK-SIAT1 são propagadas 
alternando uma fase de crescimento celular com uma fase de manutenção da linha celular. Na fase 
de manutenção o metabolismo celular é diminuído colocando as células a 30ºC na privação de FBS 
durante um período máximo de 4-5 dias.  
Toda a metodologia de manuseamento e continuação de linhas celulares foi efectuada num 
laboratório classe 2 preparado e utilizado em exclusivo para culturas celulares. 
 
Descongelamento da linha celular 
As células utilizadas neste estudo encontravam-se conservadas em azoto liquido (-196ºC) numa 
passagem baixa. Estas foram descongeladas antecipadamente antes da sua utilização nos estudos 
efectuados. Para descongelar as células, a ampola contendo as células criopreservadas é colocada 
em banho de água a 37ºC. Assim que o conteúdo da ampola de células se apresenta descongelado 
é transferido para um tubo falcon, o volume de 15 ml é perfeito com meio suplementado (Tabela VI) 
previamente colocado a 37ºC e as células são centrifugadas a 400 x g durante 5 minutos. Este passo 
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permite a remoção do criopreservante dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA), 
utilizado para o congelamento das células, que é tóxico para as células a 37ºC. Após a remoção do 
sobrenadante, as células são cuidadosamente ressuspendidas em 7 ml de meio de crescimento 
(Tabela VI), colocadas num frasco de cultura celular T25 e deixadas numa estufa a 37ºC até se 
verificar o total preenchimento da superfície do frasco com a camada celular. O meio de crescimento 
utilizado no processo de descongelamento contém o antibiótico de selecção sulfato G418 
(Geneticina®, Gibco - Life TechnologiesTM, Paisley, UK), este antibiótico, para além de proteger a 
linha celular, confere a continuação da linhagem das células transfectadas com o gene SIAT1, pois o 
plasmídeo que confere a transcrição deste gene confere, igualmente, resistência das células a este 
antibiótico. 
 
Tabela VI – Constituição dos diferentes meios utilizados na cultura celular. 
 
 
Propagação da linha celular - Tripsinização das células 
A passagem das células é efectuada para a continuação da linha celular ou sempre que são 
necessárias células para infecção. Para a continuação da linha celular, às células que estão em 
manutenção é removido o meio de manutenção e as células são lavadas duas vezes com DPBS 
(tampão fosfato salino fórmula Dulbecco, Gibco - Life TechnologiesTM) a 37ºC de modo a remover 
todos os produtos do metabolismo celular assim como para remover todas as células mortas ou em 
suspensão. Para a individualização das células e a sua dissociação do frasco é adicionada tripsina-
Meio Reagentes Concentração final
DMEM (1X) 1X
L-Glutamina (100X) 1X (2 mM)
HEPES (1 M) 24 mM
Aminoácidos não essenciais (100X) 1X
Meio suplementado -
Soro fetal bovino 10%
Geneticina G-418 (50 mg/ml)1 1 mg/ml
PSN (100X) + Fungizona (250 µg/ml)1 1X + 2,5 µg/ml
Meio suplementado -
Geneticina G-418 (50 mg/ml) 1 mg/ml
Meio suplementado -
HEPES2 0,85 mM
PSN + Fungizona 1X + 2,5 µg/ml
Tripsina-TPCK 3 µg/ml
2Adicional ao já existente no meio suplementado
Suplementado
Crescimento
Manutenção
Infecção
1No meio de crescimento para continuação da linha celular é utilizado o antibiótico de 
selecção Geneticina G-418. No meio de crescimento para preparação de células para 
infecção é utilizada a mistura de antibióticos PSN e Fungizona
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EDTA 0,05% (Gibco - Life TechnologiesTM) que após 1 minuto em contacto com as células é 
removida e as células são colocadas a 37ºC até se verificar a completa dissociação destas do frasco. 
As células tripsinizadas são homogeneizadas e ressuspendidas em meio suplementado e no final é 
adicionado FBS (Gibco - Life TechnologiesTM) correspondente a 10% do volume final, esta adição de 
FBS além de parar o efeito tripsina-EDTA vai deixar a suspensão celular com a mesma composição 
do meio de crescimento. 
 
Propagação da linha celular - Cálculo da concentração celular 
Para o cálculo da concentração celular da suspensão celular resultante da tripsinização das células, 
é feita uma diluição de 1:1 de 25µl de suspensão celular com 25µl de azul tripano 4% (Gibco - Life 
TechnologiesTM) e esta diluição é pipetada para uma câmara de Neubauer. A utilização do azul de 
tripano além de criar um campo de contraste vai permitir diferenciar as células viáveis das não 
viáveis através da sua coloração, pois o azul de tripano vai penetrar nas células com a membrana 
celular danificada tornando as células não viáveis azuis e as viáveis sem coloração. 
A contagem das células foi efectuada num microscópio óptico de campo invertido onde foram 
contadas as células viáveis presentes em cada quadrante da câmara de Neubauer. A concentração 
da suspensão celular foi calculada multiplicando a média das células viáveis dos quatro quadrantes 
pelo factor de diluição (x 2) e pelo factor da câmara de Neubauer utilizada para a contagem (104). 
 
Propagação da linha celular - Preparação de células para infecção e para a continuação da linha 
celular 
A suspensão celular obtida anteriormente pode ser utilizada para a preparação de frascos para a 
continuação da linha celular ou para a preparação de frascos/tubos/placas para infecção. A única 
diferença entre a preparação das células para a continuação da linha celular e das células para 
infecção é o antibiótico utilizado. No primeiro caso é utilizada a Geneticina® para manter a selecção 
das células transfectadas com o gene SIAT1 enquanto que no segundo caso é utilizada a mistura de 
antibióticos penicilina, estreptomicina e neomicina (PSN, Gibco - Life TechnologiesTM) e o antifúngico 
Fungizona (Gibco - Life TechnologiesTM) (Tabela VI). 
Para a continuação da linha celular, as células foram semeadas em frascos de cultura celular T75, 
onde foi calculado o volume de suspensão celular necessária para conter 3 - 4 x 104 células/cm2. 
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Este volume foi completo até aos 15 ml com meio de crescimento contendo o antibiótico de selecção 
Geneticina® (Tabela VI), esta mistura foi transferida para o frasco que foi deixado a 37ºC até à 
formação da monocamada celular (cerca de 48h). 
A preparação das células para infecção é idêntica às da propagação da linha celular e as condições 
de propagação encontram-se resumidas na Tabela VII. Neste passo foi utilizado o meio de 
crescimento com a mistura de antibióticos PSN e o antifúngico Fungizona (Tabela VI). 
 
Manutenção da linha celular 
Como descrito anteriormente a rotina de propagação da linha celular MDCK-SIAT1 intercala uma 
fase de crescimento celular com uma fase de manutenção o que permite uma adaptação das células 
à ausência de FBS e uma maior durabilidade da linha celular. Para a manutenção da linha celular, 
quando as células propagadas para a continuação da linha celular apresentam uma monocamada 
completa, é removido o meio de crescimento e a camada celular é lavada duas vezes com DPBS a 
37ºC. Após estas lavagens, são adicionados 15 ml de meio de manutenção (Tabela VI) e as células 
são colocadas a 30ºC. Este passo diminui o metabolismo celular e permite manter as células em 
monocamada até um máximo de 5 dias. 
 
Tabela VII – Condições de crescimento celular para cada tipo de recipiente de cultura utilizado para 
infecção. 
 
 
4.3.1.2 Células 293T 
A linha celular 293T é uma derivação da linha celular HEK293, células embrionárias de rim humano, 
com uma elevada taxa de sucesso de transfecção. As células 293T (American Type Culture 
Collection, Manassas, Virginia, EUA, gentilmente cedidas pela Doutora Maria José Borrego da 
Unidade de Investigação e Desenvolvimento do Departamento de Doenças Infecciosas do INSA) 
Recipiente Área de cultivo (cm2) Densidade
1 Volume total 
(mL)
Condições de 
crescimento
Confluência da 
monocamada
Frasco T25 25 2-4 x 104 celulas/cm2 7 ±48h a 37ºC 70/90%2
Frasco T75 75 3-4 x 104 celulas/cm2 15 ±48h a 37ºC 90%
Tubo - 35 x 104 celulas/tubo 1 ±24h a 37ºC 100%
Placa 3,5 cm 9,4 2-3 x 104 celulas/cm2 2 ±48h a 37ºC; 5% CO2 70%
Placa de 6 poços 9,3 /poço 2-3 x 104 celulas/cm2 3 /poço ±48h a 37ºC; 5% CO2 90%
Placa de 96 poços 0,33 /poço 2-3 x 104 celulas/cm2 0,2 /poço ±48h a 37ºC; 5% CO2 90%
2Nos frascos T25  utilizou-se uma confluência da monocamada de 90% no isolamento dos stocks virais e de 70% nos ensaios de infecção para recuperação 
das células para extracção de proteinas
1A densidade celular semeada na preparação das células depende sempre da condição e historial de crescimento celular
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foram utilizadas neste trabalho, devido à sua elevada taxa de transfecção, para a recuperação de 
partículas virais a partir da transfecção das células com plasmídeos contendo os segmentos 
genéticos virais.  
A rotina de propagação desta linha celular difere da descrita anteriormente. Esta linha celular está 
constantemente em crescimento não sendo colocada em manutenção. Assim, a propagação desta 
linha celular é semelhante à descrita anteriormente em que a concentração celular a semear poderá 
ir das 1 x 104 células por cm2 até 4 x 104 células por cm2, dependendo do tempo idealizado para 
obtenção da monocamada celular. É utilizada a mistura de antibióticos PSN e o antifúngico fungizona 
e as células são colocadas a crescer a 37ºC com 5% CO2. No entanto, quando é semeada uma 
concentração baixa de células, é necessária uma troca de meio de crescimento passados 2-3 dias de 
modo a prevenir o surgimento de eventual toxicidade para as células. 
 
4.3.1.3 Preparação de células para recuperação de partículas virais a partir de plasmídeos 
Para a recuperação de partículas virais a partir de plasmídeos é necessário transfectar células com 8 
plasmídeos contendo cada um dos segmentos virais. Quando se consegue a transfecção de uma 
célula com os 8 plasmídeos contendo os diferentes genes do vírus influenza, ocorre a transcrição de 
todas a proteínas virais necessárias para a obtenção de partículas virais funcionais que se vão 
libertar e infectar as restantes células. A linha celular MDCK-SIAT1 apresenta uma taxa de 
transfecção inferior a 30% (informação do fabricante para a linha celular MDCK), tornando muito 
baixa a probabilidade de uma mesma célula ser transfectada com os 8 diferentes plasmídeos ao 
mesmo tempo, por este motivo neste trabalho foi utilizada a linha celular 293T. No entanto, a linha 
celular 293T não apresenta receptores compatíveis com o vírus influenza impedindo que as 
partículas virais originadas na transfecção infectem as células vizinhas e se propaguem. Assim neste 
contexto, foi utilizada um co-cultura destas duas linhas celulares de modo a que se concilie a elevada 
taxa de transfecção das células 293T para a montagem das partículas virais funcionais e a replicação 
destas partículas virais nas células MDCK-SIAT1. 
Para a preparação de uma co-cultura MDCK-SIAT1/293T seguiram-se os procedimentos descritos 
anteriormente para se obter uma suspensão celular de células MDCK-SIAT1 e uma suspensão 
celular de células 293T. Após o cálculo da concentração celular de cada suspensão, foram 
semeadas 2 x 104 células /cm2 de cada linha celular em placas CT de 6 poços com meio de 
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crescimento contendo a mistura de antibióticos PSN e o antifúngico fungizona (Tabela VI e Tabela 
VII). A placa foi deixada a 37ºC com 5% de CO2 até a obtenção de uma monocamada celular com 
cerca de 90% de confluência. 
 
4.3.2 Isolamento dos stocks virais 
Para a constituição dos stocks virais foi necessário produzir um volume elevado de cada vírus stock 
a partir das estirpes isoladas presentes no biobanco referido anteriormente. Para tal, tubos contendo 
células MDCK-SIAT1 foram preparados como descrito no ponto 4.3.1, 24h antes da infecção. Para a 
infecção, foi removido o meio de crescimento do tubo contendo as células que foram 
cuidadosamente lavadas com 1 ml de meio suplementado a 37ºC. Após as lavagens, foram 
adicionados 200 µl da estirpe a isolar e as células foram colocadas à temperatura ambiente durante 
30 minutos para permitir a adsorção do vírus às células. No final do período de adsorção, foi 
adicionado 1 ml de meio de infecção (Tabela VI) e os tubos foram colocados a 35ºC. Os tubos 
inoculados foram observados diariamente ao microscópio óptico de campo invertido para observar a 
destruição celular. Quando se observou a total destruição da camada celular procedeu-se à 
confirmação do crescimento viral através da reacção de hemaglutinação (ponto 4.3.2.1). Após a 
confirmação do crescimento viral em tubo, procedeu-se à inoculação do volume obtido (1 ml) em 
células MDCK-SIAT1 semeadas num frasco T25 48h antes da inoculação. Para a inoculação, foi 
removido o meio de crescimento às células que foram lavadas duas vezes com 5 ml de meio 
suplementado a 37ºC e adicionado o 1 ml de inóculo. Após um período de 30 minutos de adsorção 
do vírus às células à temperatura ambiente, foram adicionados 6 ml de meio de infecção e as células 
inoculadas foram deixadas a 35ºC até à completa destruição da camada celular. Após a confirmação 
de crescimento viral através da técnica de hemaglutinação, o volume viral obtido foi inoculado da 
mesma maneira, mas desta vez em 4 frascos T75, utilizando 10 ml de meio suplementado nas 
lavagens, 1,75 ml de inóculo viral e 15 ml de meio de infecção. No final, após confirmação do 
crescimento viral, foi feita uma pool com os sobrenadantes dos 4 frascos T75 que foi centrifugada a 
1200 rpm durante 15 minutos para remover os detritos celulares e o sobrenadante foi distribuído em 
alíquotas de 500 µl que se conservou a -80ºC. Este procedimento foi efectuado em separado para 
cada um dos stocks virais. 
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Figura 13 – Representação esquemática das várias passagens no isolamento do stock viral, desde 
o produto biológico do biobanco até às alíquotas finas do stock viral constituído 
 
4.3.2.1 Reacção de hemaglutinação 
A ausência de efeito citopático característico na infecção das células com o vírus influenza faz com 
que seja necessário um método que confirme que a destruição celular observada por microscopia se 
deve à multiplicação do vírus inoculado e não a outro factor que possa destruir as células. O método 
utilizado neste trabalho para confirmar o isolamento dos vírus influenza foi a reacção de 
hemaglutinação.  
Na reacção de hemaglutinação recorre-se à capacidade das hemaglutininas dos vírus influenza se 
ligarem aos glóbulos vermelhos formando, na presença de vírus, uma rede que vai impedir que os 
glóbulos sedimentem. Esta técnica permite não só verificar a ausência/presença de partículas virais 
como também titular as suspensões virais e expressar o título em unidades hemaglutinantes. 
Numa placa de 96 poços, de fundo em U, são adicionados 50 µl de DPBS a todos os poços excepto 
aos da primeira coluna. Ao poço da primeira coluna são adicionados 100 µl da suspensão viral a 
testar/titular e destes são pipetados 50 µl para o poço da segunda coluna, homogeneiza-se a solução 
pipetando e descartando a solução com a pipeta 2-3 vezes, originando uma diluição 1:2 no poço da 
segunda coluna. Repete-se este procedimento até à ultima coluna, fazendo diluições sucessivas de 
1:2, descartando 50 µl do volume do poço da última coluna (Figura 14). Por fim, adiciona-se 50 µl de 
uma solução 0,75% (v/v) de glóbulos de cobaio/humano2 a todos os poços e deixa-se a incubar 
durante 45 minutos a 4ºC (de modo a inibir a actividade da neuraminidase que tem a capacidade de 
clivar as ligações da hemaglutinina aos glóbulos vermelhos, podendo resultar em falsos negativos).  
 
                                                       
2 A solução 0,75% de glóbulos de cobaio/humanos é obtida adicionando 5 ml de sangue total (de cobaio - Instituto de Higiene 
e Medicina Tropical, Lisboa, Portugal; ou humano - INSA, Lisboa, Portugal) a 10 ml de DPBS, esta solução é centrifugada a 
1200 rpm durante 10 minutos. Descarta-se o sobrenadante e o buffy coat (camada de glóbulos brancos e plaquetas presente 
acima do concentrado eritrocitário). Lava-se o concentrado eritrocitário 2 vezes ressuspendendo o pellet em DPBS até 
perfazer os 15 ml e centrifuga-se a 1200 rpm durante 10 minutos. Por fim faz-se uma solução 0,75% (v/v) a partir do 
concentrado eritrócitário obtido em DPBS (p.e. 750 µl de concentrado eritrocitário em 100 ml de DPBS). 
Vinóculo = 200 µl 
Vtotal = 1 ml Vtotal = 7 ml Vtotal = 4 x 15 ml 
Vinóculo = 1 ml Vinóculo = 4 x 1,75 ml 
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Figura 14 – Representação esquemática da preparação e diluição das amostras na reacção de 
hemaglutinação. 
 
Os resultados são interpretados observando a presença/ausência de aglutinação, ou seja a 
ausência/presença de deposição dos glóbulos vermelhos no fundo do poço da placa (Figura 15). O 
título hemaglutinante é dado pelo inverso do valor da diluição mais alta em que não ocorreu depósito 
de glóbulos. 
Neste trabalho apenas se utilizou esta técnica como um método confirmatório do sucesso dos 
isolamentos virais. A titulação resultante da aplicação desta técnica reflecte a capacidade 
hemaglutinante de uma pool viral, que varia entre estirpes/subtipos/tipos de vírus influenza, não 
sendo possível a sua utilização para estabelecer a concentração de vírus a utilizar nos trabalhos 
subsequentes. Assim, é necessária uma titulação dos stocks virais que reflicta de um modo 
quantitativo a constituição viral das pools de stocks. A titulação dos stocks é descrita no ponto 4.4. 
 
 
Figura 15 – Representação esquemática do princípio da reacção de hemaglutinação com um 
exemplo fotográfico de uma suspensão com vírus influenza e de uma suspensão sem vírus influenza 
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4.3.3 Sequenciação dos stocks virais 
Devido à falta de proofreading da polimerase viral foi necessário verificar a sequência de todo o 
genoma dos stocks virais de modo a verificar se não foram induzidas mutações durante o processo 
de isolamento. O conhecimento do genoma dos stocks virais é, igualmente, importante na construção 
da biblioteca de genes de cada stock viral pois, é necessário confirmar se o gene clonado tem a 
mesma sequência nucleotídica que o gene do stock viral. A sequência do stock viral 
A/Portugal/82/2009 foi obtida como descrito anteriormente (ponto 3.4), para a sequenciação do 
genoma completo do stock viral B/Lisboa/08/2006 foi necessário implementar/aferir um protocolo de 
sequenciação para os vírus do tipo B. 
 
4.3.3.1 Sequenciação do genoma do stock viral do tipo B 
A sequenciação do vírus influenza do tipo B foi efectuada utilizando primers de um protocolo de 
sequenciação do genoma completo dos vírus influenza sazonais cedido pela Doutora Mónica Galiano 
do Public Health England (PHE), Londres, Reino Unido. Os primers descritos neste protocolo 
abrangem todo o genoma dos vírus influenza, com bastantes sobreposições, e foram desenhados e 
adaptados, pelo Doutor Rod Daniels (National Institute for Medical Research, Mill Hill, Londres, Reino 
Unido), dos descritos inicialmente por Hoffmann et al., 2002 [119]. 
Para a sequenciação do genoma do stock viral do tipo B foram apenas utilizados os primers 
necessários para se conseguir uma boa amplificação do gene e a sua sequenciação. A 
representação esquemática da estratégia adaptada e dos primers utilizados, na sequenciação do 
stock viral do tipo B, encontram-se resumidos na Figura 16 e na Tabela VIII, respectivamente. 
As metodologias utilizadas para a obtenção das sequências (extracção de RNA, reacção de RT-
PCR, reacção de sequenciação cíclica e analise de sequencias) foram as descritas anteriormente no 
ponto 3.2.2 e 3.2.3 com as condições resumidas na Tabela IX. 
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Figura 16 – Representação esquemática da estratégia de sequenciação utilizada na sequenciação 
do controlo de vírus influenza do tipo B. Adaptada do protocolo cedido pelo PHE. 
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Tabela VIII - Lista de primers utilizados na sequenciação do genoma de vírus influenza do tipo B. 
Adaptada do protocolo cedido pelo PHE. 
 
Os primers utilizados para a amplificação dos fragmentos estão representados a negrito, os restantes primers foram utilizados em cada 
fragmento na reacção de sequenciação cíclica. Bases nucleotídicas: A – Adenina, C – Citosina, T – Timina, G – Guanina. Bases nucleotídicas 
degeneradas: R – A/G, Y – C/T, S – G/C, W – A/T, M – A/C. 
 
 
Tabela IX – Condições da reacção de RT-PCR e de sequenciação cíclica utilizadas no protocolo de 
sequenciação do genoma completo do controlo de vírus influenza do tipo B. Adaptado do protocolo 
cedido pelo PHE. 
 
1 – volumes para uma concentração de primers a 10 µM e 3,2 µM para a reacção de RT-PCR e de sequenciação cíclica, respectivamente. 
 
Gene Fragmento Primer Forward (3' - 5') Primer Reverse (3' - 5')
BPB2F1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCGGAGCGTTTTCAAGATG BPB2_1233R - CCTAGTGTCTTGAGAAAATACCAT
BPB2_857F - CATTGGAGCTAGCTGTAGAAATTG BPB2_177R - ATGTCACCCTTGGTYARAGC
BPB2_667R - CTCAGCTGATGTTGCTCCTG
BPB2_1233R - CCTAGTGTCTTGAGAAAATACCAT
BPB2_1102F - ATACAGAARATTGGAATATGGCA BPB2REU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACACGAGCATTTTTCAC
BPB2_1102F - ATACAGAARATTGGAATATGGCA BPB2REU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACACGAGCATTTTTCAC
BPB2_1385F - ATCACCCAAAGCAAGTGARC
BPB2_1875F - TTGCCCTTTTGTTTCTCACC
BPB1F1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCGGAGCCTTTAAGATG BPB1_1255R - CATATTAAACATTCCCATCATCAT
BPB1_351F - TGGAGGCACTAATGGTCACA BPB1_190R - CCATTTGTTGGATCTACCATT
BPB1_854F - GAAGGCCAAACTGTCAAAYGC BPB1_687R - TAGTTTGCCCCTTTCAGCRT
BPB1_1031F - ACCAGAGACAGCCCAATTTGGTT BPB1REU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACACGAGCCTTTTTTCA
BPB1_1031F - ACCAGAGACAGCCCAATTTGGTT BPB1_1669R - CTCCTCTGTGGCATTTGTAG
BPB1_1881F - GGCGATTACTTCACCCTCAA
BPAF1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCGGTGCGTTTGATTTG BPA_1392R - GTGTGRAAAAGYACATACTTCATCAT
BPA_330F - CCAAAGTATCTGGCTGATTTG BPA_111R - CAAACCTCTAGATGGACGCAGA
BPA_803F - AAGACCAATAGGGCCTCACA BPA_642R - GGAGAAACCAGCTGGAACAG
BPA_1159F - GGATTAACATACCAGAAAATAATGAA BPAREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACACGTGCATTTTTRAT
BPA_1159F - GGATTAACATACCAGAAAATAATGAA BPA_1631R - TTTTCCCTCCCACTCACAAA
BPA_1816F - TGACCAAAGCTTGTTTCAAGG BPAREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACACGTGCATTTTTRAT
BHAF1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCAGAGCATTTTCTAATATC BHA_1168R - ACTGCYACTCCATGTGCYC
BHAF1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCAGAGCATTTTCTAATATC BHA_680R - CTCCATTRGCAGATGAGGTGAA
BHA_868F - GTTGCCTCAAAAGGTGTGGT BHA_1168R - ACTGCYACTCCATGTGCYC
BHA_868F - GTTGCCTCAAAAGGTGTGGT BHAREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGTAACAAGAGCATTTTTCAAT
BHA_868F - GTTGCCTCAAAAGGTGTGGT BHAREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGTAACAAGAGCATTTTTCAAT
BHA_1373F - GCTGACACWATAAGCTCRCAAA
BNPF1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCASAGCATTTTCTYGTG BNP_619R - GCCTTTGATCTTTGGAAACAG
BNPF1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCASAGCATTTTCTYGTG BNP_124R - GGTTMCGGGTTCGTTTGTTG
BNP_619R - GCCTTTGATCTTTGGAAACAG
BNP_308F - GGACTCAACGATGACATGGA BNPREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAACAGCATTTTTTACA
BNP_308F - GGACTCAACGATGACATGGA BNPREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAACAGCATTTTTTACA
BNP_805F - GGCAGACAGAGGGCTATTGA
BNP_1320F - TGATGTCCATCAAGCTCCAG
BNA_1F - CCAAAATGAACAATGCTACC BNA_653R - TATGTGTCAGTRTATGCTTCTCCA
BNA_1F - CCAAAATGAACAATGCTACC BNA_359R - CTTATTATCAAGGGAGCTGAGTTT
BNA_653R - TATGTGTCAGTRTATGCTTCTCCA
BNA_495F - RGGCAAAATMCCAACAGTAG BNA_1039R - TGTYCCCATTAGATTCRCAAG
BNA_495F - RGGCAAAATMCCAACAGTAG BNA_1039R - TGTYCCCATTAGATTCRCAAG
BNA_857F - CYAGCAATAAAACCATAGAATGTG BNA_1463R - TCAAACAAAATAGGAACAAAG
BNA_857F - CYAGCAATAAAACCATAGAATGTG
BNA_1107F - CTCTCGAACRATGTCTAAAACYAA
BMPF1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCASGCACTTTCTTAARATG BMP_564R - TCCTTTTCCCATTCCATTCA
BMPF1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCASGCACTTTCTTAARATG BMP_564R - TCCTTTTCCCATTCCATTCA
BMP_256F - CACAGAGCCCCTATCAGGAA BMPREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAACGCACTTTTTCCAG
BMP_256F - CACAGAGCCCCTATCAGGAA BMPREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAACGCACTTTTTCCAG
BMP_768F - TGCTCGAACCATTTCAGATTC
BNSF1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCAGAGSATTTGTTTAGTC BNSREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGTAACAAGAGGATTTTTATT
BNSF1U - TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCAGAGSATTTGTTTAGTC BNS_512R - CGTATATCCCTTTTTATTGTCAAACG
BNS_203F - TCACAACAAAAGTGAGCCTGA BNSREU - ATATCGTCTCGTATTAGTAGTAACAAGAGGATTTTTATT
BNS_727F - CCATCGGATCCTCAACTCAC
PB2
1
2
PB1
1
2
PA
1
2
HA
1
2
NP
1
2
NA
1
2
3
MP
1
2
NS 1
Fase RT-PCR Seq. Cíclica
RT-PCR Seq. Cíclica Transcrição reversa 45 m a 45ºC -
Mastermix 7,5 0,5 Desnaturação inicial 2 m a 95ºC 4 m a 96ºC
Primer Forward1 1,5 Reacção da Polimerase em cadeia 35 ciclos 30 ciclos
Primer Reverse1 1,5    Desnaturação 15 s a 95ºC 10 s a 96ºC
Água 2,5 8    Hibridação 30 s a 45ºC 5 s a 50ºC
RNA/DNA 2 0,5    Extensão 2 m a 68ºC 4 m a 60ºC
AMV 0,3 Extensão final 5 m a 68ºC 8 m a 60ºC
Mistura de reacção
Reagente
Volume (µl)
1
Condições de incubação
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4.4 Titulação dos stocks virais 
Para ser possível a comparação do efeito de duas estirpes virais em vários estudos, é necessário 
quantificar a carga viral/dose infecciosa de cada stock viral. Esta quantificação permite igualar, entre 
as estirpes virais em estudo, a concentração do inóculo viral inicial a usar em todos os estudos 
posteriores. Nomeadamente, os estudos de análise da cinética da morte celular, apoptose, das vias 
de apoptose e das vias celulares implicadas na infecção pelo vírus influenza. 
Esta titulação dos stocks virais poderá ser determinada, entre outros métodos, através do cálculo das 
Unidades Formadoras de Placas (PFU – do inglês plaque form unit) ou através do cálculo da dose 
infecciosa necessária para destruir 50% das células em cultura celular (TCID50 – do inglês tissue 
culture infectious dose 50). Qualquer uma destas metodologias, necessitou de ser implementada. 
 
4.4.1 Titulação das unidades formadoras de placas (PFU) 
A titulação pelo método do cálculo das PFU, parte do princípio que cada partícula viral viável tem a 
capacidade de formar uma placa quando se usa um meio de infecção viscoso/sólido (zona limitada 
de células destruídas, através do efeito citopático provocado pela replicação viral, daqui para a frente 
refrida no texto como placa (itálico), de modo a não confundir com as placas de Petri/6 poços 
utilizadas para a cultura celular) [120, 121]. 
Para que tal seja possível, placas de 6 poços são inoculadas com diluições seriadas do vírus a titular 
e, através do poço da diluição em que é possível contar o número de placas formadas é calculado o 
título do vírus em pfu/ml. 
Para a implementação desta metodologia foram tidas em conta duas abordagens, a abordagem 
descrita por Cooper et al., 1961 [120] e a abordagem descrita por Matrosovich et al., 2006 [121]. 
Resumidamente, estas duas abordagens diferem apenas na constituição do meio de infecção após a 
inoculação viral. Na abordagem clássica é utilizado um meio de infecção com agar que torna o meio 
de infecção sólido tornando mais complexo o processo de fixação celular e remoção do agar. Na 
abordagem de Matrosovich et al., 2006 [121] é utilizado um meio viscoso conferido pela a adição de 
uma celulose microcristalina Avicel™ RC/CL (FMC Biopolymer, Bruxelas, Bélgica), que permite uma 
fácil remoção, por sucção, e posterior fixação das células [121]. Em ambas as abordagens a titulação 
terá sempre que ser executada em duplicado. 
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Na implementação da titulação do cálculo das PFU, optou-se, inicialmente, pela abordagem descrita 
por Matrosovich et al., 2006 [121], por se tratar de uma abordagem adaptada às células MDCK e 
MDCK-SIAT1, utilizadas neste estudo, e por referir que cria placas maiores, o que torna mais fácil a 
detecção e contagem das mesmas [121].  
 
4.4.1.1 Cálculo de PFU segundo a abordagem descrita por Matrosovich et al., 2006 [121] 
Nesta abordagem foram utilizadas células MDCK-SIAT1 semeadas a uma densidade de 3-4x104 
células/cm2 em placas de 6 poços colocadas a 37ºC em ambiente de atmosfera húmida com 5% 
CO2, de modo a apresentarem uma confluência total após 48h. Confirmada a confluência total da 
monocamada celular, procedeu-se à preparação de diluições sucessivas (10-1 a 10-5) do vírus stock a 
titular, em meio suplementado (diluição 10-1 - 900 µl de meio suplementado + 100 µl de vírus stock; 
diluição 10-2-10-5 - 900 µl de meio suplementado + 100 µl da diluição anterior) com o cuidado de 
homogeneizar cada diluição num vortex antes da preparação da diluição seguinte. Após a 
preparação das diluições, as placas de 6 poços com as células em monocamada foram retiradas da 
estufa de CO2, removido todo o meio de crescimento e lavadas com 1 ml de meio suplementado 
previamente aquecido a 37ºC (este passo permite a remoção do FBS que inibe o crescimento do 
vírus influenza em cultura celular). Após a lavagem, a cada poço da placa foram adicionados 300 µl 
da respectiva diluição e 300 µl de meio suplementado ao poço controlo, conforme esquema da 
Figura 17.  
 
 
Figura 17 – Representação esquemática da distribuição das diluições sucessivas virais a serem 
tituladas numa placa de 6 poços para o cálculo das PFUs. 
 
Para a adsorção dos vírus, as placas foram mantidas à temperatura ambiente durante 1 h, com 
ligeira agitação manual de 10 em 10 minutos para homogeneizar o inóculo por toda a superfície 
celular. Após a adsorção, foi removido o inóculo de cada poço e adicionados 3 ml de uma solução de 
Diluição(
1(x(10,1(
Diluição(
1(x(10,2(
Diluição(
1(x(10,3(
Controlo(
Nega7vo(
Diluição(
1(x(10,5(
Diluição(
1(x(10,4(
 59 
1:1 de meio de infecção com 5 µg/µl em vez dos 3 µg/µl de tripsina-TPCK (Tabela VI) e de 2,4% de 
Avicel™ (reagente previamente preparado em água e autoclavado). As placas de 6 poços foram 
mantidas em atmosfera húmida numa estufa com 5% de CO2 durante 3 dias, tempo necessário para 
a formação de placas.  
Para a detecção de placas foi utilizado, em alternativa ao proposto por Matrosovich et al., 2006 [121], 
uma solução de cristal de violeta que cora todas as células e deixa as placas sem coloração 
permitindo a sua visualização e contagem. Assim, ao final dos 3 dias de incubação, as placas de 6 
poços foram ligeiramente agitadas para reduzir a viscosidade do sobrenadante, que foi removido por 
sucção. As células foram fixas com uma solução de 4% de paraformaldeído (Merck, Darmstadt, 
Alemanha) em DMEM durante 30 minutos a 4ºC, lavadas três vezes com 1 ml de DPBS e coradas 
com 600 µl de uma solução de 1% de cristal de violeta (Merck) preparado com uma solução de 20% 
metanol (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany), durante 15 minutos à temperatura ambiente após os 
quais é removida a solução de cristal violeta e as placas lavadas com água até remover todo o 
excesso da solução de cristal de violeta. 
A aplicação desta abordagem não foi bem sucedida. Em nenhuma das tentativas/condições testadas 
foram observadas placas, tendo-se observado destruição total da monocamada nas diluições mais 
altas e destruição parcial, não isolada, da monocamada nas diluições intermédias (Figura 18). 
Indicando-nos que o meio utilizado não apresenta viscosidade suficiente para restringir a replicação 
viral a um ponto isolado da monocamada, levando a uma propagação da progénie viral, por correntes 
de convecção, à restante monocamada celular. Com estes resultados, esta abordagem foi 
abandonada e passou-se a testar a abordagem descrita por Cooper et al., 1961 [120] de acordo com 
uma metodologia  gentilmente cedida pelo PHE e que não se encontra publicada. 
 
 
Figura 18 – Fotografia de placas com a aplicação da metodologia proposta por Matrosovich et al., 
2006 [121] com destruição quase total da monocamada celular no primeiro poço, correspondente à 
diluição 1 x 10-1 (A); uma ligeira destruição da monocamada celular, sem formação de placas, na 
diluição 1 x 10-2 (B) e o controlo negativo (C). 
 
A" B" C"
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4.4.1.2 Cálculo de PFU segundo a abordagem descrita por Cooper et al., 1961 [120]  
Na abordagem descrita por Cooper et al., 1961 [120], (protocolo referência V-5388/03-09 do PHE 
para os vírus influenza), a metodologia inicial é igual à descrita anteriormente no que se refere à 
preparação da monocamada celular nas placas de 6 poços, à preparação das diluições sucessivas e 
à inoculação e adsorção do vírus a titular. A diferença reside no processo de preparação e 
constituição do meio de infecção. Durante a hora de incubação das placas com o inóculo, foram 
preparados 10 ml (por placa de 6 poços) de meio personalizado (DMEM/F12 - 2x, GlutamaxTM, 40mM 
de HEPES – Gibco, Life TechnologiesTM) suplementado com PSN 2x, fungizona 2x e colocado a 
37ºC. Aliquotas de 10 ml de agarose Immunodiffusion Grade a 2% (previamente preparadas e 
autoclavadas; MP Biomedicals, Solon, Ohio, EUA) foram colocadas em banho de água a 100ºC até 
atingirem o estado líquido altura em que foram transferidas para um banho de água a 45ºC para 
descer a temperatura da agarose. Após o período de adsorção, o inóculo foi removido das placas de 
6 poços, foram adicionados 5 µg/ml de tripsina-TPCK à alíquota de meio suplementado e esta 
mistura foi adicionada à alíquota de 10 ml de agarose. Após homogeneização, foram adicionados 3 
ml da mistura final a cada poço da placa. A placa foi deixada à temperatura ambiente durante 10 
minutos para permitir o arrefecimento e polimerização do meio. As placas de titulação dos vírus do 
tipo A foram incubadas durante 3 dias em estufa com 5% de CO2 a 37ºC e os vírus do tipo B a 33ºC. 
Após os 3 dias de incubação, para a fixação foram adicionados 2 ml de uma solução de 5% de 
gluteraldeído (Merck) durante 2h, para permitir a penetração do fixador através do meio polimerizado, 
foi removido o excesso de gluteraldeído e o meio polimerizado foi removido em água corrente. O 
processo de coloração utilizado foi o descrito anteriormente (coloração com cristal de violeta). Em 
cada diluição com placas visíveis e individualizadas (Figura 19) foi contabilizado o numero de placas 
e calculado o título viral em pfu/ml. 
 
A aplicação desta metodologia permitiu a titulação dos vírus influenza do tipo A, no entanto, nos vírus 
influenza do tipo B não foi possível observar placas, embora se tenha testado, sem sucesso, várias 
alterações ao protocolo. 
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Figura 19 – Exemplo de um poço com placas visíveis e individualizadas, utilizando a abordagem de 
descrita por Cooper et al. adaptada pelo PHE, que permitiu o cálculo das pfus. A - E – diluição viral 1 
x 10-1 à diluição 1 x 10-5, F – Controlo Negativo. 
 
 
4.4.2 Titulação da dose infecciosa em cultura celular (TCID50) 
Na falta de um método de titulação por placas que permitisse a titulação dos vírus influenza do tipo A 
e dos vírus influenza do tipo B, foi necessário recorrer a outro método para o cálculo da concentração 
viral optou-se pelo método do cálculo da dose infecciosa necessária para destruir 50% das células 
em cultura celular (TCID50 – do inglês Tissue Culture Infectious Dose 50). Este método permite 
calcular a concentração viral/dose infecciosa necessária para produzir 50% de destruição numa 
cultura celular inoculada, e é expresso em TCID50/ml. 
Existem diversos metodos para calcular o TCID50 porém neste trabalho, o TCID50 foi calculado 
segundo o método Reed e Muench [122]. 
Neste método foram utilizadas células MDCK-SIAT1 semeadas a uma concentração de 3-4x104 
células/cm2 em placas de 96 poços colocadas a 37ºC em ambiente de atmosfera húmida com 5% 
CO2, de modo a apresentarem uma confluência total após 48h. Confirmada a confluência total da 
monocamada celular, após as 48h, procedeu-se à preparação de diluições sucessivas (10-1 a 10-7) 
em meio suplementado do vírus a titular, com o cuidado de homogeneizar cada diluição, num vórtex, 
antes da preparação da diluição seguinte. Após a preparação das diluições, as células em 
monocamada nas placas de 96 poços foram retiradas da estufa de CO2, removido todo o meio de 
crescimento e lavadas com 100 µl de meio suplementado previamente aquecido a 37ºC. Após a 
lavagem, à primeira linha da placa foram adicionados 25 µl do vírus a titular (excepto nos últimos 
dois poços), e às restantes linhas foram adicionados 25 µl da respectiva diluição (10 replicados por 
A" B" C"
F"E"D"
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diluição), tendo sido adicionados 25 µl de meio suplementado aos poços controlo (últimos dois poços 
de cada linha da placa de 96), conforme esquema da Figura 20.  
 
 
Figura 20 – Representação esquemática da distribuição das diluições virais, controlo negativo e 
respectivos replicados ao longo da placa de 96 poços na titulação por TCID50 
 
As placas foram deixadas à temperatura ambiente durante 30 minutos para a adsorção do vírus e, 
após este periodo, foram adicionados 175 µl de meio de infecção a cada poço e a placa, de 96 
poços, foi deixada a incubar durante 72h a 37ºC numa estufa com 5% de CO2. No final das 72h, para 
verificar se os poços foram destruídos pelo vírus em titulação, a leitura dos poços positivos/negativos 
foi feita recorrendo à reacção de hemaglutinação. Resumidamente, 50 µl do sobrenadante de cada 
poço foram transferidos para o poço correspondente da placa de hemaglutinação (placa de 96 poços 
de fundo em U) e, posteriormente, adicionados 50 µl de 0,75% concentrado eritrocitário a cada poço. 
A placa foi mantida a 4ºC durante 45 minutos e os resultados, poço positivo/negativo, foram lidos e 
registados consoante a presença/ausência de aglutinação. 
No cálculo do TCID50 pelo método de Reed and Muench, começa-se por calcular as frequências 
cumulativas dos poços positivos da diluição mais elevada para a diluição mais baixa (da diluição 10-7 
até à diluição 100) e a dos poços negativos da diluição mais baixa para a diluição mais elevada (da 
diluição 100 até à diluição 10-7). Para cada diluição calcula-se a razão e percentagem de destruição 
celular acumulada.  
A diluição que induz 50% de destruição da cultura celular inoculada é determinada pela diluição com 
a percentagem de destruição celular acumulada superior a 50% (X) e pela distância proporcional 
(DP) entre esta e a diluição mais baixa seguinte (Y) que é calculada através da fórmula DP =
Controlo 
Negativo Replicados 
Stock viral 
Diluição 10-1 
Diluição 10-2 
Diluição 10-3 
Diluição 10-4 
Diluição 10-5 
Diluição 10-6 
Diluição 10-7 
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% !!!"% % !!% ! , ou seja, temos 1 TCID50 na diluição X – DP, ou seja em 10X - DP ml. Por fim, calcula-se a 
quantidade de TCID50/ml nos 25 µl de inóculo e por fim no stock viral. 
 
Exemplo: 
Tabela X – Exemplo dos valores obtidos e respectivo cálculo do TCID50 para uma das estirpes 
utilizadas na implementação desta metodologia 
 
Neste exemplo, a diluição que induz 50% de destruição da cultura celular inoculada encontra-se 
entre a diluição 10-3 (Y) e a diluição 10-4 (X). A distância proporcional, neste caso será DP = (57-50) / 
(57-22) = 0,2. Assim, a diluição que induz 50% de destruição da cultura celular inoculada é de -3 – 
0,2 = -3,2.  
Ou seja, 10-3,2 = 6,244 x 10-4 ml de vírus titulado vão induzir 50% de destruição da cultura celular 
inoculada e os 25 µl inoculados apresentam uma dose infecciosa de 1 / 6,244 x 10-4 = 1,6 x 103 
TCID50, resultando num título final de 1,6 x 103 / 0,025 = 6,41 x 104 TCID50/ml 
 
A implementação desta metodologia foi bem sucedida na titulação de todas as estirpes virais 
testadas, incluindo as estirpes do tipo B. 
Na Tabela XI encontram-se resumidos os resultados obtidos na titulação das estirpes 
A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006. 
 
Tabela XI – Titulação dos stocks virais com as duas metodologias testadas 
 
 
diluição Positivos Negativos Positivos Negativos total razão razão (%)
100 10 0 38 0 38 1,00 100
10-1 10 0 28 0 28 1,00 100
10-2 10 0 18 0 18 1,00 100
10-3 4 6 8 6 14 0,57 57
10-4 2 8 4 14 18 0,22 22
10-5 1 9 2 23 25 0,08 8
10-6 1 9 1 32 33 0,03 3
10-7 0 10 0 42 42 0 0
Valores acumulados
PFU (PFU/ml) TCID50 (TCID50/ml)
A/Portugal/82/2009 A(H1N1)pdm09 8,33 x 103 1,59 x 102
B/Lisboa/08/2006 B - 1,25 x 102
Estirpe (sub)Tipo
Título
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Através dos títulos TCID50 obtidos determinou-se que para todos os ensaios seria utilizado uma dose 
infecciosa de 0,01 MOI (do inglês Multiplicity of Infection), ou seja 0,01 TCID50/célula. 
 
4.5 Construção da biblioteca de genes 
A metodologia utilizada para a construção da biblioteca de genes foi implementada com base num 
protocolo inicialmente cedido pelo Doutor Ruben O. Donis, Influenza Division, Centers for Disease 
Control and Prevention (CDC), Atlanta, EUA. O plasmídeo bidireccional de expressão utilizado 
pCIPolISapIT (ANEXO C) foi igualmente cedido pelo Doutor Ruben O. Donis. 
A implementação desta metodologia funcionou para os genes M e NS da estirpe A/Portugal/82/2009 
e da estirpe B/Lisboa/08/2006 e para o gene da proteína GFP(Green Fluorescense Protein, utilizada 
na aferição das condições de transfecção das células MDCK-SIAT1). Para os restantes genes foi 
necessário aferir e implementar um protocolo que possibilitasse amplificar numa única reacção de 
RT-PCR todo os restantes segmentos genéticos. Na aferição desta amplificação recorreu-se a um 
oePCR (overlap extension PCR) e/ou ao kit comercial TOPO TA cloning kit. 
 
4.5.1 Segmentos genéticos M, NS e gene GFP 
Resumidamente, para incorporar um segmento genético do vírus influenza no plasmídeo 
bidireccional de expressão pCIPolISapIT começou-se por amplificar o segmento genético com um 
par de primers desenhados de maneira a conterem na sua extremidade 3’ a sequência nucleotídica 
reconhecida pela enzima de restrição SapI, sequência que vai ser introduzida nas extremidades do 
segmento genético amplificado durante a reacção de RT-PCR. Após a purificação do segmento 
amplificado, este e o plasmídeo de expressão são digeridos com a enzima de restrição SapI 
seguindo-se uma reacção de ligação que vai incorporar o segmento genético no plasmídeo de 
expressão. O plasmídeo contendo o segmento é então inserido em células E. Coli quimicamente 
competentes que são colocadas a crescer. As colónias formadas são recolhidas e propagadas. 
Procede-se à extracção do DNA plasmídico dos propagados e o mesmo é analisado, através da 
digestão com a enzima de restrição XbaI, para a confirmação da inserção do segmento genético no 
plasmídeo de expressão. Por fim, os plasmídeos contendo o segmento genético são sequenciados 
para confirmar se a sequência inserida é igual à do vírus. 
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4.5.1.1 Amplificação do segmento genético 
Para a amplificação dos segmentos genéticos utilizou-se o RNA viral extraído dos stocks virais 
constituídos anteriormente do vírus influenza do tipo A, A/Portugal/82/2009, e do vírus influenza do 
tipo B, B/Lisboa/08/2006. A extracção do RNA viral foi efectuada utilizando o kit de extracção de RNA 
viral QIAmp viral RNA mini kit de acordo com o descrito anteriormente no ponto 3.2.2. 
A amplificação dos segmentos genéticos foi efectuado utilizando o kit comercial de RT-PCR QIAgen 
OneStep RT-PCR (QIAgen) e as condições de transcrição reversa, de amplificação e os primers 
utilizados encontram-se resumidos na Tabela XII e na Tabela XIII, respectivamente. A sequência dos 
primers contém na extremidade 5’ uma extensão que vai incorporar no segmento amplificado a zona 
de restrição reconhecida pela enzima SapI.  
 
Tabela XII – Condições da reacção de RT-PCR utilizadas na amplificação dos segmentos genéticos 
completos do vírus influenza do tipo A e do tipo B 
 
 
Tabela XIII – Primers utilizados para a amplificação dos segmentos genéticos completos do vírus 
influenza do tipo A e do tipo B. A sequência dos primers para o vírus influenza do tipo A foram 
cedidas pelo Doutor Ruben O. Donis. A sequência dos primers para o vírus influenza do tipo B foram 
adaptadas do protocolo de sequenciação do vírus influenza do tipo B (ponto 4.3.3.1) de modo a 
conterem a zona de reconhecimento da enzima de restrição SapI. 
 
Negrito – sequência nucleotídica na extremidade 5’ que vai incorporar em cada segmento genético de vírus influenza amplificado as zonas de 
restrição reconhecidas pela enzima SapI. 1 – Tamanho aproximado do fragmento amplificado em kilo bases (tipo A/tipoB) 
 
Reagente Volume  (µl) Fase
Água livre nucleases 30 Transcrição reversa 30 m a 50ºC
Primer Forward (10 µM) 1 Desnaturação inicial 15 m a 95ºC
Primer Reverse (10 µM) 1 Reacção da Polimerase em cadeia 40 ciclos
Tampão 10    Desnaturação 1 m a 94ºC
dNTPs 2    Hibridação 1 m a 55ºC
RNA 5    Extensão 2 m a 72ºC
Enzimas 1 Extensão final 10 m a 72ºC
Mistura de reacção Condições de Incubação
Gene1
PB2uniSapIF GATCGCTCTTCAGGGAGCRAAAGCAGGTC BPB2F1U_SAP GATCGCTCTTCAGGGAGCAGAAGCGGAGCGTTTTCAAGATG
PB2uniSapIR ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGTCGTTT BPB2REU_SAP ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACACGAGCATTTTTCAC
PB1uniSapIF GATCGCTCTTCAGGGAGCRAAAGCAGGCA BPB1F1U_SAP GATCGCTCTTCAGGGAGCAGAAGCGGAGCCTTTAAGATG
PB1uniSapIR ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGCATTT BPB1REU_SAP ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACACGAGCCTTTTTTCA
PAuniSapIF GATCGCTCTTCAGGGAGCRAAAGCAGGTAC BPAF1U_SAP GATCGCTCTTCAGGGAGCAGAAGCGGTGCGTTTGATTTG
PAuniSapIR ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGTACTT BPAREU_SAP ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACACGTGCATTTTTRAT
HAuniSapIF GATCGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG BHAF1U_SAP GATCGCTCTTCAGGGAGCAGAAGCAGAGCATTTTCTAATATC
HAuniSapIR ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT BHAREU_SAP ACTGGCTCTTCTATTAGTAGTAACAAGAGCATTTTTCAAT
NPuniSapIF GATCGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGGTA BNPF1U_SAP GATCGCTCTTCAGGGAGCAGAAGCASAGCATTTTCTYGTG
NPuniSapIR ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGGTATTTTT BNPREU_SAP ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAACAGCATTTTTTACA
NAuniSapIF GATCGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGAGT BNAF1U_SAP GATCGCTCTTCAGGGAGCAGAAGCAGAGCATCTTCTCA
NAuniSapIR ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGAGTTTTTT BNAREU_SAP ACTGGCTCTTCTATTAGTAGTAACAAGAGCATTTTTCAGA
MuniSapIF GATCGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGTAG BMPF1U_SAP GATCGCTCTTCAGGGAGCAGAAGCASGCACTTTCTTAARATG
MuniSapIR ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGTAGTTTTT BMPREU_SAP ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAACGCACTTTTTCCAG
NSuniSapIF GATCGCTCTTCAGGGAGCAAAAGCAGGGTG BNSF1U_SAP GATCGCTCTTCAGGGAGCAGAAGCAGAGSATTTGTTTAGTC
NSuniSapIR ACTGGCTCTTCTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT BNSREU_SAP ACTGGCTCTTCTATTAGTAGTAACAAGAGGATTTTTATT
PB2
(2,4kb)
NS
(0,9/1,1kb)
Virus influenza do tipo B
MP
(1,0/1,2kb)
NA
(1,5kb)
NP
(1,6/1,9kb)
HA
(1,8kb)
PA
(2,3kb)
PB1
(2,4kb)
Virus influenza do tipo A
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A confirmação da amplificação foi efectuada em gel de agarose 1,5% em TAE (tampão Tris-Acetato-
EDTA, Lonza, Verviers, Bélgica) com brometo de etídio (Merck) incorporado e a utilização de um 
marcador de pesos moleculares 1kb DNA Ladder (New England Biolabs® Inc, Ipswich, 
Massachusetts, EUA). O peso molecular previsto para cada segmento genético encontra-se descrito 
na Tabela XIII. 
Após a confirmação da amplificação, procedeu-se à purificação do DNA amplificado utilizando os kits 
QIAquick PCR purification kit (QIAgen) e QIAquick gel extraction kit (QIAgen) na ausência ou 
presença de bandas inespecíficas, respectivamente. 
Na ausência de bandas inespecíficas, todo o volume resultante da reacção de RT-PCR foi purificado 
utilizando o kit comercial QIAquick PCR purification kit de acordo com as instruções do fabricante. 
Neste procedimento o volume resultante da reacção de RT-PCR é misturado com 5 volumes do 
tampão PB que vai tornar o pH da solução num pH ideal para ocorrer a captura do DNA amplificado 
na membrana da coluna de purificação. A coluna de purificação é lavada, com tampão de lavagem, 
para remover os vestígios de sais que possam ter ficado na membrana e, por fim, o DNA amplificado 
é recuperado da membrana, utilizando o tampão de eluição. 
Na presença de bandas inespecíficas todo o volume resultante da reacção de RT-PCR foi aplicado 
num gel de agarose 1,5% em TAE com brometo de etídio incorporado. As bandas contendo o DNA 
amplificado foram excisadas do gel e recuperadas utilizando o kit comercial QIAquick gel extraction 
kit de acordo com as instruções do fabricante. Neste procedimento os fragmentos de gel contendo o 
DNA amplificado são dissolvidos em 2 volumes do tampão QB a 50ºC aos quais se adiciona 1 
volume de isoproponol para aumentar a quantidade de DNA recuperado. A coluna de purificação é 
lavada com tampão, para remover os vestígios de sais e de agarose que possam ter ficado na 
membrana e, por fim, o DNA amplificado é recuperado da membrana utilizando o tampão de eluição. 
Após a purificação, o DNA é quantificado por espectrofotometria utilizando um biofotómetro de 
quantificação de ácido nucleicos. Para tal procedeu-se à diluição de 2 µl de DNA purificado em 58 µl 
de água livre de nucleases (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, Califórnia, EUA) e a quantidade 
de DNA foi analisada utilizando uma diluição de 2 µl de tampão de eluição em 58 µl de água, como 
branco para calibrar o biofotómetro. 
 
 
 67 
4.5.1.2 Digestão e ligação do segmento genético ao plasmídeo 
Após a amplificação do segmento viral procedeu-se à digestão deste e do plasmídeo pCIPolISapIT 
com a enzima de restrição SapI (New England Biolabs® Inc). Esta enzima de restrição reconhece 
uma sequência de 7 nucleótidos específica e digere o DNA, 1 nucleótido após a zona de 
reconhecimento, criando uma terminação coesiva que varia consoante a sequência genética. Esta 
propriedade da enzima de restrição permite a ligação dos segmentos virais amplificados ao 
plasmídeo na orientação desejada (Figura 21). 
 
Figura 21 – Representação esquemática da digestão e ligação do segmento amplificado ao 
plasmídeo bidireccional de expressão pCIPolISapIT.  Representação da localização das zonas de 
reconhecimento da enzima de restrição SapI no plasmídeo bidireccional de expressão pCIPolISapIT 
(A) e nos segmentos virais amplificados (B); da sequência reconhecida pela enzima de restrição 
SapI no plasmídeo (C) e no segmento viral amplificado (D) sombreada a cinzento, zona de corte – 
linha contínua; e o plasmídeo (E) e o segmento viral (F) digeridos. 
5' 3'
- - GGGGGGG AG A AG AG CCAG - - - - C T GG CT CT T CCA A T A A CC - -
- - C CCCCCCT CT T C T CGG T C - - - - G A CCG AG A AGG T T A T T GG - -
3' 5'
30pb
5' 3'
G A T CG C T C T T C A GGG - - - - A A T A G A A G A G C C A G T
C T A CGG A G A A G T C C C - - - - T T A T C T T C T CGG T C A
3' 5'
Segmento viral
amplificado
5' 3'
- - GGGG A A T A A CC - -
- - C CCCCCC T T GG - -
3' 5'
5' 3'
GGG - - - -
- - - - T T A
3' 5'
Segmento viral
amplificado
C D 
E F 
Restriction map of pCIPolISapIT_new features  -  4436  nt   [using RELibrary as a Restriction Enzyme Library]
<Serial Cloner V2.5> -- <27/06/2017   10:39>
A 
B 
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Para a digestão do fragmento viral amplificado, a 2 µg de segmento viral foram adicionados 5 µl de 
tampão 4, 1 µl de SapI (2U) e os 50 µl de volume total da reacção foram perfeitos com água estéril 
livre de nucleases. O fragmento foi digerido a 37ºC durante 90 minutos. Para a digestão do 
plasmídeo, a 5 µg de plasmídeo foram adicionados 5 µl de tampão 4, 3 µl de SapI (6U) e os 50 µl de 
volume total da reacção foram perfeitos com água estéril livre de nucleases. O plasmídeo foi digerido 
a 37ºC durante 180 minutos. A digestão foi confirmada por electroforese em gel de agarose 1,5% em 
TAE com brometo de etídio incorporado com a utilização de um marcador de pesos moleculares 1kb 
DNA Ladder. A digestão confirma-se de acordo com a banda obtida no poço do plasmídeo digerido e 
é extrapolada para o segmento genético (a digestão completa do plasmídeo apresenta uma banda 
bem definida no gel de agarose, enquanto que a não digestão ou a digestão incompleta do 
plasmídeo dá origem a uma banda com a forma de cometa).  
Após a confirmação da digestão do plasmídeo e do segmento amplificado digeridos com a enzima de 
restrição SapI, os produtos da digestão foram purificados utilizando o kit comercial QIAquick PCR 
purification kit, de acordo com o descrito no ponto anterior, de maneira a descartar a enzima de 
restrição SapI, o fragmento de 30 pb resultante da digestão do plasmídeo e os terminais do 
fragmento amplificado digerido. Por fim, é determinada a concentração de DNA de cada produto 
digerido e purificado (plasmídeo e segmento genético), de acordo com as metodologias de 
quantificação de DNA descritas no ponto anterior. 
Após a digestão do plasmídeo e do segmento viral amplificado, procedeu-se à reacção de ligação do 
segmento amplificado ao plasmídeo bidireccional de expressão recorrendo à enzima T4 DNA ligase 
(New England Biolabs® Inc). Para tal, foram calculadas as quantidades de plasmídeo e de segmento 
viral necessárias para se proceder à reacção de ligação nas proporções 1:1, 1:3 e 1:5 de 
quantidades molares de plasmídeo:segmento, mantendo as quantidades totais de DNA inferiores a 
200 ng por reacção. Aos volumes calculados de plasmídeo e de segmento viral foram adicionados 2 
µl de tampão T4, 1 µl de T4 DNA ligase e os 20 µl de volume total da reacção foram perfeitos com 
água estéril livre de nucleases. A mistura de reacção de ligação foi incubada a 16ºC durante 1h. 
 
4.5.1.3 Transformação de células quimicamente competentes 
Células E. Coli OneShot TOP10 quimicamente competentes (Invitrogen, Life Technologies) foram 
transformadas com os produtos de ligação logo após a incubação de 1h a 16ºC. Uma alíquota de 50 
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µl de células E. Coli OneShot TOP10 quimicamente competentes foi lentamente descongelada, em 
gelo, e dividida em 3 tubos com 15 µl cada. A um dos tubos foram adicionados 1,5 µl do produto de 
ligação de razão 1:1, a outro 1,5 µl do produto de ligação de razão 1:3 e ao terceiro tubo 1,5 µl do 
produto de ligação de razão 1:5. As células foram deixadas em banho de gelo durante 30 minutos em 
seguida foi efectuado um choque térmico colocando os tubos num banho seco a 42ºC, durante 30 
segundos, após os quais os tubos foram colocados novamente em banho de gelo por mais 2 
minutos. Por fim foram adicionados 250 µl de meio SOC (fornecido com as células quimicamente 
competentes) ou 250 µl de meio LB3 (sem ampicilina) a cada tubo e deixados a incubar durante 1h, a 
37ºC, com agitação de 150-200 rpm. 
Cada condição foi plaqueada em duas placas com meio LB sólido com ampicilina4, uma placa com o 
produto da reacção de transformação e a outra com o produto da reacção de transformação 
concentrado. Ou seja, 25 µl do produto da reacção de transformação foram pipetados para uma 
placa com meio LB sólido com ampicilina, e este volume foi espalhado por toda a placa com o 
recurso a um espalhador em L de modo a distribuir o volume de células transformadas pela maior 
área possível de meio LB. O restante volume do produto da reacção de transformação sofreu, na 
centrifuga, um pequeno spin, foram descartados 200 µl, e o restante volume foi utilizado para 
ressuspender as células depositadas pela centrifugação no fundo do tubo que foram plaqueadas na 
segunda placa de meio LB sólido com ampicilina. Este procedimento foi repetido para cada tubo de 
células transformadas. As placas foram colocadas a incubar durante a noite a 37ºC até à formação 
de colónias. 
 
4.5.1.4 PCR Colony 
Das placas deixadas a incubar durante a noite com as células E. Coli OneShot TOP10 quimicamente 
competentes transformadas com os plasmídeos, foram seleccionadas as placas de cada condição 
(1:1, 1:3 e 1:5) que continham as melhores colónias para colheita (colónias maiores e diferenciadas). 
De cada condição foram colhidas 10-20 colónias. Com uma ponta de micropipeta estéril picou-se 
uma colónia, esfregou-se a ponta num microtubo de 0,2 ml vazio e conservou-se a ponta dentro de 
                                                       
3 Meio LB líquido: 5 g de triptona (Conda - Pronadisa, Madrid, Espanha), 2,5 g de extracto de levedura (Conda - Pronadisa) e 
2,5 g de cloreto de sódio (Duchefa Biochemies, Haarlem, Holanda). Adicionar água bidestilada até perfazer 500 ml, agitar e 
autoclavar durante 20 minutos a 121ºC 
4 Meio LB sólido com ampicilina: 5 g de triptona, 2,5 g de extracto de levedura, 2,5 g de cloreto de sódio e 7,5 g de agar 
nutritivo (Conda – Pronadisa). Adicionar água bidestilada até perfazer 500 ml, agitar e autoclavar durante 20 minutos a 121ºC. 
Antes de arrefecer totalmente e a uma temperatura suportável ao toque foram adicionados 500 µl de ampicilina a 100 mg/ml. 
O meio foi homogeneizado e distribuído por placas. 
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um tubo falcon de 15 ml estéril a 4ºC até ao resultado do PCR colony. A cada tubo de PCR foram 
adicionados 50 µl de água estéril livre de nucleases e os tubos foram colocados a 99ºC durante 5 
minutos de modo a libertar todos os ácidos nucleicos para o sobrenadante. Os tubos foram sujeitos a 
um spin, numa centrifuga de bancada, de modo a depositar os restos das células e 2 µl do 
sobrenadante foram pipetados para novos microtubos de PCR contendo 48 µl da mistura de reacção 
de PCR (Tabela XIV).  
 
Tabela XIV – Condições da reacção de PCR Colony utilizado para detectar as colónias sem 
segmento genético inserido no plasmídeo 
 
1 – plasmPol – 5’ GAGGTATATCTTTCG 3’; plasmMT – 5’ GTGTCGCCCGGAGTACTGGTC 3’; primers a uma concentração de 10 µM 
 
Na mistura de reacção do PCR Colony foram utilizados dois primers, Plasmpol e PlasmMT, que vão 
hibridar em dois locais que delimitam a zona de inserção no plasmídeo utilizado. Assim, a utilização 
destes primers no PCR Colony irá dar origem a um segmento de 113 pb no caso de o segmento a 
clonar não ter sido introduzido no plasmídeo. As condições de amplificação do PCR Colony 
encontram-se resumidas na Tabela XIV e os resultados foram revelados por electroforese em gel de 
agarose 1,5% em TAE. Neste PCR, devido à interferência do DNA das células E. Coli OneShot 
TOP10 quimicamente competentes, existem amplificações inespecíficas e a interpretação dos 
resultados deste PCR é apenas indicativo das possíveis colónias de bactérias com plasmídeos com 
o segmento genético viral inserido. Este passo é apenas utilizado para detectar as colónias não 
negativas, ou seja, as colónias com a possibilidade de terem o segmento viral inserido no plasmídeo 
e que serão posteriormente analisadas (Figura 22). Os tubos falcon correspondentes às colónias não 
negativas foram retirados do frio aos quais foram adicionados 5 ml de meio LB líquido com ampicilina 
(concentração final 100 µg/ml) e estes foram deixados a incubar durante a noite a 37ºC com agitação 
de 150-200 rpm. 
 
Reagente Volume  (µl) Fase
Água livre nucleases 12,9
Primer plasmPol1 1 Desnaturação inicial 2 m a 94ºC
Primer plasmMT1 1 Reacção da Polimerase em cadeia 30 ciclos
Tampão 2    Desnaturação 30 s a 94ºC
dNTPs 0,4    Hibridação 30 s a 45ºC
MgCl2 0,6    Extensão 2m30s a 72ºC
Taq polimerase 0,1 Extensão final 10 m a 72ºC
Mistura de reacção Condições de Incubação
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Figura 22 – Exemplo de um gel de electroforese de um PCR Colony. A caixa a vermelho indica a 
zona da banda de 113 pb indicativa de ausência de inserção do segmento genético no plasmídeo. As 
colónias com a ausência desta banda são analisadas para confirmar a inserção do segmento 
genético. M – Marcador de pesos moleculares de 100bp (cada banda do marcador indica um 
incremento de 100bp) 
 
4.5.1.5 Confirmação da inserção do segmento genético no plasmídeo 
A confirmação da inserção do segmento genético no plasmídeo é feito recorrendo à digestão do 
plasmídeo com a enzima de restrição XbaI e, de acordo com o tamanho dos fragmentos obtidos após 
esta digestão, confirma-se o sucesso da inserção do segmento genético viral no plasmídeo 
bidireccional de expressão. 
Para esta confirmação é necessário extrair o DNA plasmídico da suspensão de bactérias deixadas a 
incubar durante a noite após o PCR Colony. O DNA plasmídico é extraído recorrendo ao kit 
comercial QIAprep spin miniprep kit (QIAgen) de acordo com as instruções do fabricante. Neste 
protocolo, 3 ml (2 x 1,5 ml) da suspensão é concentrada num pellet recorrendo a um spin, na 
centrifuga, de cerca de 10 segundos descartando-se o sobrenadante. O pellet obtido é 
ressuspendido em 250 µl de Tampão P1 que tem na sua constituição sais e RNAse. Após a 
ressuspensão e homogeneização da solução são adicionados 250 µl de tampão de lise P2 (que tem 
na sua constituição SDS para a destruição das membranas) e por fim são adicionados 350 µl de 
tampão N3, constituído maioritariamente por ácido acético, que vai neutralizar o tampão de lise. Após 
uma centrifugação de 10 minutos a 17 900 x g, o sobrenadante é transferido para a coluna que vai 
capturar o DNA plasmídico na membrana de sílica. A membrana é depois lavada com 500 µl de 
M 
 72 
tampão PB, para remover algum vestígio de actividade das nucleases, e com 750 µl de tampão PE. 
Por fim, o DNA plasmídico é recuperado da membrana utilizando tampão de eluição. 
Após a extracção do DNA plasmídico procede-se à digestão deste com a enzima de restrição XbaI. 
Nesta digestão, a 2 µl de DNA plasmídico extraído são adicionados 1 µl de tampão 4, 0,5 µl de 
enzima XbaI (New England Biolabs® Inc) e 6,5 µl de água estéril livre de nucleases. A reacção é 
colocada a incubar a 37ºC, durante 1h30, e o padrão de restrição é analisado por electroforese em 
gel de agarose 1,5% em TAE com brometo de etídio incorporado e a utilização de um marcador de 
pesos moleculares 1kb DNA Ladder. Na Tabela XV encontra-se resumido o padrão de restrição 
previsto para cada segmento genético. Sempre que o padrão de restrição não coincidiu com o 
previsto, foi efectuada a análise de outro clone com resultado não negativo no PCR Colony. 
 
Tabela XV – Tamanho previsto dos fragmentos (pb) da digestão com a enzima de restrição XBaI  do 
plasmídeo pCIPolISapIT com a inserção de cada um dos segmentos genéticos virais e com o gene 
da proteína GFP 
  
 
4.5.1.6 Confirmação da sequência nucleotídica do segmento genético inserido no pCIPolISapIT 
Após a análise e confirmação do padrão de restrição com a enzima XbaI, os clones foram sujeitos a 
uma sequenciação de confirmação de modo a garantir que o segmento inserido no plasmídeo 
bidireccional de expressão tem a mesma sequência nucleotídica que o segmento viral que lhe deu 
origem. O DNA plasmídico do eluído contendo o clone a confirmar foi quantificado de acordo com o 
procedimento descrito anteriormente para a quantificação de DNA. 200 ng de DNA plasmídico foram 
utilizados em cada uma das reacções de sequenciação cíclica utilizando inicialmente os primers 
PlasmPol (5’ GAGGTATATCTTTCG 3’) e PlasmMT (5’ GTGTCGCCCGGAGTACTGGTC 3’) de 
acordo com as condições descritas na Tabela XVI. Como descrito anteriormente, os produtos da 
reacção de sequenciação cíclica foram enviados para a UTI-INSA onde foi efectuada a sua 
purificação, corrida da electroforese de capilares e uma primeira análise e edição das sequências. 
Gene A/Portugal/82/2009 B/Lisboa/08/2006
PB2 40062747
4006
2802
PB1
4006
2300
442
4006
1805
970
PA
4006
2639
4006
1601
502
306
302
HA
4006
971
880
333
4006
2263
Gene A/Portugal/82/2009 B/Lisboa/08/2006
NP
4006
1971
4006
2250
NA
4006
1864
4006
1911
MP
4006
1433
4006
1595
NS
4006
1296
4006
1499
GFP
4006
1021
332
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Recorrendo ao programa informático Seqman as sequências obtidas foram analisadas juntamente 
com a sequência original do segmento viral de modo a detectar alguma mutação não sinónima no 
clone. Sempre que se observou uma sequência nucleotídica semelhante ao segmento viral original e 
sempre que a utilização dos primers PlasmPol e PlasmMT não foi suficiente para cobrir todo a 
sequência nucleotídica, repetiu-se a reacção de sequenciação cíclica desta vez utilizando o(s) 
primer(s) interno(s) descritos na Tabela III (A/Portugal/82/2009) e na Tabela VIII (B/Lisboa/08/2006) 
mais adequado(s) para se obter a sequência de mais uma porção do gene clonado. Este 
procedimento foi repetido sempre que se verificou que a sequência obtida era igual à original e que 
uma zona do segmento clonado ainda estava sem sequência nucleotídica confirmada. 
Sempre que se observaram clones com mutações não sinónimas, procedeu-se à analise de outro 
clone positivo no padrão de restrição da XbaI. 
 
Tabela XVI – Composição da mistura de reacção de sequenciação cíclica utilizada na sequenciação 
dos clones e respectivas condições de reacção. 
 
1 – Foi utilizada uma temperatura de hibridação de 40ºC na reacção de sequenciação cíclica com o primer PlasmPol, com os restantes primers a 
temperatura de hibridação foi de 50ºC 
 
 
4.5.1.7 Constituição de stocks dos genes clonados 
Todos os clones positivos com a sequência correcta foram conservados para uso posterior. O DNA 
plasmídico purificado foi conservado a -80ºC e, do restante volume de propagado foram efectuadas 
duas aliquotas de stock em glicerol. Para tal, em dois criotubos foram misturados 850 µl de 
propagado com 150 µl de glicerol, após homogeneização da solução, os criotubos foram colocados a 
-20ºC durante a noite e depois a -80ºC. O stock em glicerol dos clones permite que a qualquer altura 
se possa utilizar este stock para propagar novas colónias e recuperar o DNA Plasmídico. 
 
 
 
Reagente Quantidades Fase
Desnaturação inicial 4 m a 96ºC
Mastermix BigDye 0,5 µl Reacção da Polimerase em cadeia 30 ciclos
Primer (3,2 µM) 1,5 µl    Desnaturação 10 s a 96ºC
Água até 10 µl    Hibridação 5 s a 40-50ºC1
DNA Plasmídico 200 ng    Extensão 4 m a 60ºC
Extensão final 8 m a 60ºC
Condições de incubaçãoMistura de reacção
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4.5.2 Amplificação dos segmentos genéticos grandes por oePCR 
A aplicação do protocolo de clonagem descrito anteriormente, demonstrou que a transcrição e 
amplificação dos segmentos virais maiores não era bem sucedida, mesmo utilizando transcriptases 
reversas optimizadas para a transcrição de fragmentos grandes ou para a transcrição a temperaturas 
mais elevadas (que permite uma melhor linearização do RNA a ser transcripto) assim como através 
da utilização combinada destas enzimas com polimerases optimizadas para a amplificação de 
segmentos grandes. A amplificação dos segmentos virais maiores só foi bem sucedida recorrendo ao 
oePCR. Nesta reacção, são transcritos e amplificados dois fragmentos do segmento viral que 
contenham uma sobreposição entre eles. Numa segunda reacção, estes fragmentos vão servir de 
primers e de template um do outro e a restante parte do fragmento é extendida pela DNA polimerase 
(Figura 23). 
 
Figura 23 – Representação esquemática da estratégia de transcrição e amplificação dos segmentos 
genéticos virais maiores por oePCR.  Numa primeira reacção são transcritos e amplificados por RT-
PCR dois fragmentos com uma sobreposição na sequência nucleotídica. Numa segunda reacção 
estes fragmentos vão ser utilizados como primers e template um do outro para a extensão do 
fragmento pela DNA polimerase.  
 
Para a amplificação dos segmentos virais cuja transcrição e amplificação não foi bem sucedida com 
a metodologia descrita no ponto 4.5.1.1, começou-se por transcrever e amplificar dois fragmentos de 
cada segmento genético utilizando conjuntos de primers, descritos na Tabela XVII, utilizando o kit 
RNA viral 
Fragmento 1 
Fragmento 2 
RT-PCR 
oePCR 
polimerase	
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comercial QIAgen OneStep RT-PCR com as condições de transcrição reversa e de amplificação 
descritas na Tabela XII. Após a confirmação da amplificação em electroforese em gel de agarose 
1,5% em TAE, os produtos amplificados foram purificados com o kit comercial QIAquick PCR 
purification kit e quantificados como descrito anteriormente. Para a reacção de oePCR foram 
utilizados 1000 ng de DNA na proporção molar de 1:1 de fragmento 1:fragmento 2 a DNA polimerase 
Pfx (Invitrogen, Life Technologies) e as condições de reacção descritas na Tabela XVIII. 
 
Tabela XVII – Tabela de primers utilizados para a amplificação de cada fragmento utilizado no 
oePCR, para cada segmento viral.  
 
1 – sequência dos primers descrita na Tabela XIII; 2 – Sequência do primer descrita na Tabela III sem a terminação M13; 3 - sequência dos 
primers descrita na Tabela VIII 
 
Tabela XVIII – Composição da mistura de reacção de oePCR utilizada na amplificação dos 
segmentos virais maiores e respectivas condições de reacção 
 
 
Todo o produto resultante da reacção do oePCR foi aplicado num gel de agarose 1,5% em TAE e a 
banda contendo o segmento viral amplificado foi removida do gel, com o auxílio de um bisturi, e o 
DNA foi recuperado utilizando o kit QIAquick Gel extraction kit como descrito anteriormente (Figura 
24).  
No caso dos segmentos genéticos PA da estirpe A/Portugal/82/2009, PB2, HA e NA da estirpe 
B/Lisboa/08/2006 amplificados por oePCR, os respectivos purificados foram digeridos com a enzima 
de restrição SapI, como descrito anteriormente, e o restante processo de clonagem do segmento 
viral no plasmídeo bidireccional de expressão pCIPolISapIT foi o mesmo ao utilizado anteriormente 
Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento 1 Fragmento 2
PB2 PB2uniSapIF1 + PB2_1519R2 PB2_946F2 + PB2uniSapIR1 BPB2F1U_SAP1 + BPB2_1233R3 BPB2_857F3 + BPB2REU_SAP1
PB1 PB1uniSapIF1 + PB1_1042R2 PB1_974F2 + PB1uniSapIR1 BPB1F1U_SAP1 + BPB1_1255R3 BPB1_1031F3 + BPB1REU_SAP1
PA PAuniSapIF1 + PA_1292R2 PA_894F2 + PAuniSapIR1 BPAF1U_SAP1 + BPA_1392R3 BPA_803F3 + BPAREU_SAP1
HA HAuniSapIF1 + HA_943R2 HA_736F2 + HAuniSapIR1 BHAF1U_SAP1 + BHA_1168R3 BHA_868F3 + BHAREU_SAP1
NP NPuniSapIF1 + NP_1042R2 NP_619F2 + NPuniSapIR1 BNPF1U_SAP1 + BNP_1126R3 BNP_308F3 + BNPREU_SAP1
NA NAuniSapIF1 + NA_1063R2 NA_941F2 + NAuniSapIR1 BNAF1U_SAP1 + BNA_653R3 BNA_495F3 + BNAREU_SAP1
A/Portugal/82/2009 B/Lisboa/08/2006
S
eg
m
en
to
Reagente Quantidades Fase
Buffer 15 µl Desnaturação inicial 4 m a 94ºC
dNTPs (10mM) 4 µl Reacção da Polimerase em cadeia 35 ciclos
MgSO4 2 µl    Desnaturação 40 s a 94ºC
PCR enhancer 10 µl    Hibridação 30 s a 60ºC
Pfx polimerase 1 µl    Extensão 2m30s m a 68ºC
DNA (Fragmento 1 + Fragmento 2; 1:1) 1000 ng Extensão final 10 m a 68ºC
Água livre nucleases perfazer 100 µl
Mistura de reacção Condições de incubação 
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(do ponto 4.5.1.2 ao ponto 4.5.1.7). Os restantes segmentos genéticos, por conterem uma ou mais 
zonas de restrição da enzima SapI, tiveram que ser clonados no plasmídeo TOPO TA. 
 
 
Figura 24 – Gel de electroforese do resultado do oePCR do segmento genético HA da estirpe 
B/Lisboa/08/2006. O produto total da reacção de oePCR foi dividido por 5 poços para facilitar a sua 
remoção do gel de electroforese. Em cada poço dá para identificar duas bandas correspondentes a 
cada um dos fragmentos utilizados na reacção de oePCR e uma banda maior correspondente ao 
segmento viral amplificado. M – Marcador de pesos moleculares de 100bp (cada banda do marcador 
indica um incremento de 100bp) 
 
 
4.5.3 Clonagem dos segmentos genéticos grandes com zona(s) de restrição da enzima SapI 
Nos segmentos genéticos virais que apresentam uma (ou mais) zona(s) de restrição da enzima SapI 
(PB2, PB1 e PA da estirpe A/Portugal/82/2009, PB1, PA, NP e M da estirpe B/Lisboa/08/2006) na 
sua sequência passamos de uma ligação de duas peças (segmento e plasmídeo) para uma ligação 
de três (ou mais) peças. Esta alteração faz com que o sucesso de ligação seja mais baixo, tornando 
mais difícil a obtenção de um clone com o segmento genético viral desejado, completo, ligado ao 
plasmídeo. A solução para contornar este problema passou por clonar o fragmento resultante do 
oePCR no plasmídeo comercial 2.1-TOPO (Invitrogen, Life Technologies). Este passo permite ter o 
segmento viral na forma de plasmídeo, altamente estável e acessível à DNA polimerase, permitindo 
assim uma boa amplificação do gene completo (concentração de DNA muito superior à obtida por 
oePCR). O produto desta amplificação é então sujeito a uma digestão parcial com a enzima de 
restrição sapI. Desta digestão parcial do segmento resultam várias combinações de segmentos 
digeridos, entre os quais estará o segmento inteiro digerido apenas nas extremidades. Este 
segmento será o único que terá as extremidades coesivas competentes com as extremidades 
coesivas do plasmídeo pCIPolISapIT.  
M 
oePCR 
Fragmento 1 
Fragmento 2 
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O plasmídeo comercial 2.1-TOPO é fornecido na forma linear com uma timina em cadeia simples em 
cada extremidade 3’. Com a adição de um produto de PCR a este plasmídeo a timina vai ligar-se à 
adenina em cadeia simples deixada nas extremidades 3’ do produto de PCR pela taq DNA 
polimerase e fechar o plasmídeo. 
No caso do produto amplificado por oePCR, a inserir no plasmídeo 2.1-TOPO, foi necessário 
acrescentar a adenina em cadeia simples em cada extremidade 3’ do produto de PCR, pois a enzima 
utilizada no oePCR foi a Pfx DNA polimerase. Assim, ao produto purificado resultante do oePCR (30 
µl) foram adicionados 0,4 µl de taq DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies), 5 µl de tampão 
da taq DNA polimerase, 1,5 µl de MgCl2 e 1 µl de dATP (Roche, Barcelona, Espanha). O volume total 
de 50 µl foi perfeito com água livre de nucleases e a mistura foi colocada a 72ºC, durante 10 minutos, 
seguido de um banho de gelo. A reacção de ligação do DNA ao plasmídeo 2.1-TOPO foi efectuada 
de imediato, adicionando 1 µl de 2.1-TOPO e 1 µl de salt solution a 4 µl de DNA. A ligação ocorreu 
deixando a mistura à temperatura ambiente durante 30 minutos. Os 2 µl do produto desta ligação 
foram utilizados para transformar células E. Coli OneShot TOP10 quimicamente competentes como 
descrito no ponto 4.5.1.3. O produto da transformação foi espalhado em placas, com meio LB sólido 
com ampicilina, às quais previamente foram adicionados 40 µl de Xgal a 40mg/ml (Invitrogen, Life 
Technologies). Esta adição vai permitir distinguir as colónias positivas (brancas) das negativas 
(azuis)5. As colónias brancas foram propagadas em meio LB líquido com ampicilina e o DNA 
plasmídico foi extraído como descrito anteriormente. A inserção do produto de PCR foi confirmado 
por sequenciação. 
Após a confirmação da inserção e da sequência do produto inserido, procedeu-se à reacção de PCR 
descrita no ponto 4.5.1.1 utilizando como template 2 µl de DNA plasmídico (2.1TOPO-Producto PCR) 
e removendo o passo correspondente à transcrição reversa. O produto de PCR foi analisado por 
electroforese em gel de 1,5% de agarose em TAE, purificado utilizando o kit QIAquick PCR 
purification kit e quantificado, como descrito anteriormente. 
O produto de PCR foi então parcialmente digerido com a enzima de restrição SapI, adicionando a 
44,5 µl do purificado do PCR, 5 µl de tampão e 0,5 µl de enzima SapI (cerca de ¼ do necessário 
para uma digestão completa). Esta mistura de reacção foi deixada a 37ºC durante 1h. O produto 
                                                       
5 A zona de inserção do produto de PCR no plasmídeo 2.1-TOPO quebra o gene LacZα. Quando o gene LacZ é transcrito 
(ausência de inserção do produto de PCR), vai ocorrer a activação da β-galactosidase que faz com que o Xgal seja convertido 
num produto de cor azul. Assim, é possível detectar as colónias com o produto de PCR inserido (colónias brancas), das 
restantes colónias (cor azul). 
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digerido foi purificado com o kit comercial QIAquick PCR purification kit como descrito anteriormente 
e quantificado. A reacção de ligação do produto amplificado digerido ao plasmídeo pCIPolISapIT 
digerido foi efectuada como descrito no ponto 4.5.1.2 utilizando uma razão molar de 
plasmídeo:fragmento de 1:56. Após a reacção de ligação, todo o procedimento efectuado é igual ao 
descrito anteriormente do ponto 4.5.1.3 ao ponto 4.5.1.7. 
 
4.5.4 Recuperação de vírus através dos plasmídeos  
De modo a verificar se todos os plasmídeos foram bem construídos recorreu-se à transfecção de 
células com os 8 plasmídeos contendo cada um dos 8 segmentos genéticos de cada vírus influenza. 
No caso de todos os plasmídeos estarem funcionais, será possível recuperar partículas virais a partir 
das células transfectadas. 
Na transfecção, são necessários 1000 ng de cada plasmídeo por cada reacção de transfecção. No 
entanto, durante o processo de transfecção foram sempre testadas 6 condições diferentes de 
transfecção sendo assim necessário um total de 6000 ng de cada plasmídeo. Para se obter esta 
quantidade de plasmídeo purificado, o stock de glicerol de cada plasmídeo foi plaqueado, com 
gradiente, em meio LB sólido com ampicilina, com o auxilio de uma ansa. As placas foram deixadas 
a incubar durante a noite, a 37ºC, e foi recolhida de cada placa uma colónia, bem individualizada, 
que foi colocada a propagar durante a noite, a 37ºC, com agitação, em 10 ml de meio LB líquido com 
ampicilina. Para a extracção do DNA plasmídico, os 10 ml de propagado foi centrifugado recorrendo 
a um spin, na centrifuga, e a extracção do plasmídeo foi efectuada recorrendo ao kit comercial 
QIAprep spin miniprep kit com uma alteração ao protocolo (prevista pelo fabricante) em que para 
uma quantidade elevada de bactérias é utilizado o dobro do volume dos tampões. Esta alteração ao 
protocolo permite ter uma maior concentração de DNA plasmídico no eluído final. 
Para a transfecção, com 24h de antecedência, foram preparadas placas de 6 poços com co-cultura 
de células 293T e células MDCK-SIAT1 como descrito no ponto 4.3.1.3. Na transfecção foram 
utilizadas 3 quantidades diferentes de Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, Life Technologies) para duas 
quantidades de Tripsina-TPCK. Assim, prepararam-se três diluições de Lipofectamine® 2000: 5, 10 e 
15 µl, por poço; adicionando, em tubos separados, 10, 20 e 30 µl de Lipofectamine® 2000 a 400 µl  
                                                       
6 De salientar que esta razão molar não vai ser a real pois no produto parcialmente digerido vamos ter uma mistura de 
fragmentos digeridos onde apenas uma porção desconhecida corresponde ao segmento viral digerido nas extremidades e que 
se irá ligar ao plasmídeo. 
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de OPTIMEM (Gibco), respectivamente. Noutro tubo foram adicionadas 6 µg de cada plasmídeo (8 
plasmídeos cada um contendo um segmento genético do vírus) a 1,2 ml de OPTIMEM. Passados 5 
minutos, à temperatura ambiente, adicionou-se 400 µl da mistura “OPTIMEM + plasmídeos” a cada 
um dos tubos contendo a mistura “OPTIMEM + Lipofectamin2® 2000”, uniformizou-se a mistura e 
deixou-se a incubar durante 20 minutos, à temperatura ambiente, para permitir a ligação dos 
plasmídeos às moléculas de Lipofectamine® 2000. Durante estes 20 minutos, removeu-se o meio de 
crescimento das células, lavaram-se as células duas vezes com 1 ml/poço de OPTIMEM 
previamente aquecido a 37ºC e adicionou-se a cada poço 1 ml de OPTIMEM. Após os 20 minutos de 
incubação foram adicionados, gota a gota e em duplicado, 400 µl da mistura “Lipofectamine® 2000 + 
plasmídeos” aos respectivos poços. A placa com as células foi colocada numa estufa a 37ºC com 
atmosfera húmida e 5% CO2. Passadas 4 horas, o meio das células foi substituído por meio de 
infecção contendo 1,5 e 3 µg/ml de tripsina-TPCK. Ao final de 24 horas, determinou-se o título 
hemaglutinante do sobrenadantes de cada poço e procedeu-se à inoculação de 200 µl de cada 
sobrenadante em tubos CT de células MDCK-SIAT1 preparadas anteriormente para infecção. A 
destruição da monocamada celular foi monitorizada diariamente e quando se observou destruição, a 
presença de vírus nos sobrenadantes foi confirmada recorrendo à reacção de hemaglutinação. Este 
procedimento foi efectuado em separado para a recuperação através de plasmídeos do vírus 
influenza do tipo A e do vírus influenza do tipo B. Em ambos os casos a reacção de hemaglutinação 
deu negativo em todos os poços das placas transfectadas. Dos isolamentos efectuados com o 
sobrenadante dos poços, no caso do vírus do tipo A, 3 dos 6 tubos apresentaram um título 
hemaglutinante ≥8 e no caso do vírus do tipo B um dos tubos apresentou um título hemaglutinante de 
4. Os resultados da hemaglutinação reflectem uma replicação viral indicando que os plasmídeos 
utilizados para a recuperação dos vírus estão funcionais. 
 
Em suma, com o trabalho laboratorial descrito neste capitulo, (1) foram constituídos os stocks virais 
das duas estirpes de vírus influenza a serem utilizadas nos estudos cinéticos da apoptose, uma 
estirpe de vírus influenza do tipo A e outra de vírus influenza do tipo B; (2) foram implementadas 
técnicas no laboratório que permitiram titular a dose infecciosa de cada stock viral, de modo a ser 
possível igualar a dose infecciosa de cada stock viral nos ensaios do estudo da apoptose; e (3) foi 
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construída uma biblioteca contendo todos os genes de um vírus influenza do tipo A e do tipo B para 
serem utilizados no estudo do efeito de cada gene na cinética da apoptose. 
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A maioria dos resultados presentes neste capítulo foram publicados no artigo: 
- Santos LA, Sola S, Rodrigues CM, Rebelo-de-Andrade H. Distinct kinetics and pathways of 
apoptosis in influenza A and B virus infection. Virus Res, 2015. 205: 33-40; 
 
 
Toda a metodologia descrita neste capítulo foi executada pelo autor da tese, Luis André Santos. A 
parte da análise da morte celular, apoptose, extracção e análise proteica teve um acompanhamento 
teórico-prático inicial da Prof. Doutora Susana Solá.  
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5.1 Resumo 
Para detectar as diferenças no perfil de indução da apoptose pelos vírus influenza do tipo A e do tipo 
B, células MDCK-SIAT1 foram infectadas com os stocks virais preparados anteriormente e diluídos à 
mesma dose infecciosa. Nestas células infectadas foram analisadas a cinética e as vias de indução 
da apoptose por libertação da enzima lactato desidrogenase (LDH), coloração de Hoescht, actividade 
das caspases e análise da expressão de proteínas.  
Os resultados mostraram diferenças na indução da apoptose na infecção com o vírus do tipo A e o 
do tipo B. O vírus do tipo A induziu a apoptose nas células infectadas numa fase tardia da infecção, e 
esta indução da apoptose deu-se maioritariamente pela via intrínseca. O vírus influenza do tipo B 
induziu a apoptose numa fase inicial da infecção recrutando ambas as vias, a via intrínseca e a via 
extrínseca.  
O estudo das vias celulares, através da análise de expressão de proteínas, ao contrário do esperado, 
mostrou que a via de sobrevivência do Akt estava activa na infecção por ambos os vírus. Assim, foi 
necessário verificar qual das vias de sobrevivência activadas pelo Akt poderia justificar os resultados 
obtidos anteriormente. Esta análise apontou a activação da via do NF-κB pelo vírus influenza do tipo 
A como uma possível causa para as diferenças observadas na indução da apoptose pelos dois vírus. 
A activação do NF-κB na infecção com o vírus A foi confirmada por ensaios de actividade do NF-κB e 
pela análise das proteínas anti-apoptóticas expressas pelo NF-κB. De facto, na infecção com os vírus 
do tipo A foi detectada uma maior expressão das proteínas inibidoras da apoptose Bcl-XL e XIAP, 
comparativamente com a infecção com os vírus do tipo B. 
No estudo dos componentes virais que poderiam influenciar a diferença na indução da apoptose 
observada para os dois virus, começou-se por analisar o efeito da transfecção de células com o gene 
NS1A e NS1B na translocação do NF-κB do citoplasma celular para o núcleo por imunocitoquimica. 
No entando, devido à baixa taxa de transfecção conseguida, os resultados não foram conclusivos. 
Na medição da actividade das caspases efectoras em células transfectadas com cada um dos 
segmentos genéticos do vírus influenza do tipo A e do tipo B, verificou-se que a maioria das 
proteínas/RNAs virais do vírus influenza do tipo B induzem a apoptose nas células, enquanto que no 
vírus influenza do tipo A foi observada uma inibição da apoptose pelas proteínas/RNAs virais M, NS 
e PB1. 
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5.2 Metodologias aplicadas 
5.2.1 Infecção de células MDCK-SIAT1 com os vírus stock 
5.2.1.1 Preparação das células 
Para os ensaios de morte celular, apoptose e análise de proteínas foi necessária a preparação de 
culturas celulares de maneiras diferentes. Nomeadamente, o estudo da enzima LDH e das células 
morfologicamente em apoptose foi realizado em células semeadas em placas de Petri de 3,3 cm2 de 
diâmetro, o estudo da actividade das caspases foi realizado em células semeadas em placas de 96 
poços, e para a expressão das proteínas as células foram semeadas em frascos de cultura celular 
T25. Em todos os casos foram utilizadas células MDCK-SIAT1 numa densidade 2-4x104 células/cm2 
de modo a obter uma confluência da monocamada de 80-90% ao final de 48h (excepto nas células 
utilizadas no estudo da actividade das caspases onde não é aconselhável o uso de mais de 60 000 
células/poço). O número de placas/poços/frascos a preparar teve sempre em conta o número de 
estirpes de vírus/controlo a inocular, os diversos tempos pós infecção em estudo e 2 
placas/poços/frascos extra para a contagem de células antes da inoculação.  
De modo a uniformizar as condições de inóculo entre ensaios e estirpes virais, foi necessário 
contabilizar o número de células antes do processo de inoculação. Assim, as células das 2 
placas/poços/frascos extra foram lavadas duas vezes com DPBS e tripsinizadas até ao 
descolamento total da monocamada, adicionado meio suplementado com 10% de FBS e 
homogeneizada a suspensão celular para a contagem celular como descrito anteriormente. 
 
5.2.1.2 Inoculação dos vírus 
Em todos os ensaios foi utilizada uma dose infecciosa de inóculo de 0,01 MOI com base nas 
titulações de TCID50, ou seja, uma dose infecciosa inicial de 0,01 TCID50/célula. Para tal, antes da 
inoculação das células MDCK-SIAT1 utilizadas nos vários ensaios, os vírus stock 
(A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006) foram diluídos em meio suplementado de modo a 
apresentarem, no inóculo utilizado, uma dose infecciosa de 0,01 TCID50 por célula (contabilizadas 
através da metodologia descrita no ponto anterior). 
No início de cada ensaio, a monocamada de células MDCK-SIAT1 com 48h de crescimento e com 
uma confluência de 80-90% nas placas/poços/frascos foi lavada com meio suplementado, de modo a 
remover o FBS, que inibe a replicação do vírus influenza, e foram adicionados 300 µl nas placas de 
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Petri, 50 µl por poço nas placas de 96 poços e 1 ml nos frascos T25 de inóculo de 
A/Portugal/82/2009, B/Lisboa/08/2006 e meio suplementado (controlo negativo). Foram inoculados 
inicialmente o número de placas/poços/frascos de modo a ter uma placa de Petri/placa de 96 
poços/frasco T25 por vírus e por cada timepoint em estudo. O inóculo foi deixado em contacto com a 
monocamada celular durante 30 minutos à temperatura ambiente, no final do qual foi removido e 
adicionados 2 ml/100 µl/7 ml de meio de infecção às placas de Petri/placas de 96 poços/frascos T25 
inoculados e estes foram colocadas a 37ºC numa estufa com CO2. Nesse momento, ficou definido o 
tempo zero horas pós-infecção.  
 
5.2.2 Ensaios de morte celular e apoptose 
A análise da morte celular e das células morfologicamente em apoptose foi efectuada utilizando 
placas de Petri, enquanto que a actividade das caspases foi medida em placas de 96 poços. Nas três 
metodologias foram analisados os tempos 8, 24, 32, 48, 56 e 72 horas pós-infecção (hpi). Em cada 
tempo pós-infecção foram removidas da estufa de CO2 a 37ºC uma placa de Petri infectada com 
cada uma das estirpes em estudo e uma placa de Petri controlo (para a análise da enzima LDH e 
células morfologicamente em apoptose). Nas placas de 96 poços (actividade das caspases) foi 
removida apenas uma das placas, pois foi possível incluir todas as condições em apenas uma placa. 
 
5.2.2.1 Libertação da enzima LDH 
A análise da libertação da enzima LDH foi efectuada recorrendo ao kit comercial CytoTox96® Non-
Radioactive Cytotoxicity assay (Promega) conforme as instruções recomendadas pelo fabricante. A 
enzima LDH é uma enzima citoplasmática que, quando ocorre lise celular ou quando a integridade da 
membrana celular é comprometida, é liberta para o sobrenadante extracelular. Este kit comercial 
mede, indirectamente, a morte celular total através da conversão do sal tetrazólio num produto 
formazan vermelho na presença de NADH, reduzido a partir do NAD pela LDH. A cor produzida 
nesta reacção poderá ser medida através da leitura da absorvância a 490nm. A intensidade de 
absorvância medida será proporcional ao número de células lisadas (morte celular).  
Em cada timepoint em estudo (8, 24, 32, 48, 56 e 72 hpi), uma placa de Petri infectada com o vírus 
A/Portugal/82/2009, uma placa de Petri infectada com o vírus B/Lisboa/08/2006 e uma placa de Petri 
controlo foram removidas da estufa de CO2. O sobrenadante das placas foi removido das placas de 
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Petri e centrifugado a 250 x g, durante 4 minutos, de modo a descartar todos os detritos celulares. As 
placas de Petri contendo apenas as células foram tratadas para a análise morfológica do número de 
células em apoptose (ponto 5.2.2.2). De cada condição, foram pipetados 50 µl, em triplicado, para 
cada orifício de uma placa de 96 poços. A todos os poços foram adicionados 50 µl de mistura de 
substrato (componente do kit) e a placa foi colocada a incubar no escuro à temperatura ambiente 
durante 30 minutos, no final dos quais foram adicionados 50 µl de solução stop (componente do kit) a 
todos os poços e a absorvância da reacção foi lida no leitor de placas FLUOstar OPTIMA (BMG 
Labtech, Madrid, Espanha) com o filtro de absorvância de 490 nm. 
 
5.2.2.2 Morfologia de células em apoptose 
As células morfologicamente em apoptose podem ser facilmente observadas por microscopia, pois 
uma das características das células em apoptose é apresentarem núcleos com a cromatina 
condensada, contigua à membrana nuclear, assim como fragmentação nuclear. Por oposição, as 
células normais apresentam a cromatina distribuída uniformemente por todo o núcleo. Assim, para 
identificar a diferenciação das células, utilizou-se um fluorocromo específico da cromatina, Hoechst 
33258 (Sigma-Aldrich), que cora apenas os núcleos das células e permite a visualização da sua 
morfologia nuclear por microscopia de fluorescência. 
Em cada tempo pós-infecção, após a remoção do sobrenadante para a análise da libertação do LDH, 
as placas de Petri contendo a monocamada celular foram lavadas três vezes com 1 ml de DPBS e as 
células foram fixadas e permeabilizadas utilizando 1 ml de 4% de paraformaldeído em DPBS, pH 7,4, 
durante 10 minutos à temperatura ambiente. Após o tempo de fixação, as placas foram novamente 
lavadas três vezes com DPBS e coradas com 1 ml de fluorocromo Hoechst 33258 a 5 µg/ml em 
DPBS, durante 5 minutos no escuro, e à temperatura ambiente. Por fim, as placas foram novamente 
lavadas três vezes com DPBS para remover o excesso de corante e adicionados 20 µl de 
DPBS/glicerol (3:1, v/v) como meio de montagem antes da colocação da lamela. As placas foram 
visualizadas no microscópio de epifluorescência Axiokop (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) com filtro 
DAPI (comprimento de onda 360nm) e para cada placa foram capturados quatro campos aleatórios 
com o software Cytovision (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha). Em cada campo capturado foram 
categorizados e contabilizados todos os núcleos (núcleos em apoptose/normais, de acordo com a 
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condensação e características da cromatina) e os resultados expressos em percentagem da média 
dos quatro campos de núcleos em apoptose. 
 
5.2.2.3 Actividade das caspases 
A actividade das caspases foi medida recorrendo ao sistema Caspase-Glo® da Promega. Trata-se 
de um ensaio que permite a medição da actividade das caspases, por luminescência, em células em 
cultura. Este sistema utiliza um substrato proluminescente para a caspase 3/7, 8 ou 9 que contém a 
sequência tetrapeptídica DEVD, LETD ou LEHD, respectivamente. Na presença das caspases, este 
substrato é clivado e ocorre a libertação de aminoluciferina, um substrato da luciferase que emitirá 
luminescência. O kit é constituído apenas por um reagente optimizado para a lise celular seguida 
pela clivagem do substrato, pelas caspases e formação de um sinal luminescente que poderá ser lido 
num aparelho de luminescência. O sinal de luminescência será proporcional à actividade da caspase 
em estudo. 
Neste trabalho foram utilizados os kits Caspase-Glo® 3/7 (Promega) que mede a actividade das 
caspases efectoras 3/7, o kit Caspase-Glo® 8 (Promega) que mede a actividade da caspase 8, 
caspase iniciadora associada à activação da via extrínseca da apoptose e o kit Caspase-Glo® 9 
(Promega) que mede a actividade da caspase 9, caspase iniciadora associada à activação da via 
intrínseca da apoptose. Foi seguido o protocolo “in cell-based assay” fornecido pelo fabricante. 
Em cada tempo pós-infecção (8, 24, 32, 48, 56 e 72 hpi) foi removida uma placa de 96 poços da 
estufa de CO2, a 37ºC, contendo três poços com células MDCK-SIAT1 infectadas com o vírus 
A/Portugal/82/2009, três com o vírus B/Lisboa/08/2006 e três com controlo negativo (meio 
suplementado). Num dos poços foi testada a actividade das caspases 3/7, noutro a actividade da 
caspase 8 e no terceiro, a actividade da caspase 9 (Figura 25). Ao poço correspondente, foram 
adicionados 100 µl dos reagente Caspase-Glo® 3/7, 8 e 9, numa razão 1:1 (v/v) aos 100 µl do meio 
de infecção presentes no poço. A placa de 96 poços foi colocada num agitador de placas, a 500 rpm 
durante 30 segundos, e foi deixada a incubar durante 30 minutos à temperatura ambiente. Após o 
tempo de incubação a intensidade de luminescência foi medida no leitor de placas FLUOstar 
OPTIMA equipado com opção de leitura de luminescência. 
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Figura 25 – Representação esquemática da placa de 96 poços onde se indica a posição de 
distribuição das células inoculadas com os diferentes vírus, das caspases e do controlo para a 
medição da actividade das caspases 3/7, 8 e 9. 
 
5.2.3 Análise de vias celulares envolvidas na apoptose induzida pelos vírus influenza 
O estudo das proteínas e vias celulares envolvidas nas diferenças da indução da apoptose foi 
limitada às primeiras 24 hpi, por ter sido neste intervalo de tempo que se observou uma maior 
diferença na indução da apoptose entre a infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 e o vírus 
B/Lisboa/08/2006. 
 
5.2.3.1 Extracção das proteínas 
A extracção de proteínas foi efectuada nas células em monocamada semeadas em frascos T25 e 
infectadas com um MOI de 0,01 TCID50/célula, como descrito anteriormente. Foram infectados 
frascos com o vírus A/Portugal/82/2009, B/Lisboa/08/2006 e meio suplementado (controlo) em 
quadruplicado (um para cada tempo pós-infecção em estudo). 
Para a recolha de todo o material celular, em cada tempo pós-infecção, 4, 8, 16 e 24 hpi, foi 
removido o sobrenadante para um tubo de centrifuga no qual foram também recolhidas todas as 
células aderentes no frasco, através da sua remoção com recurso a um raspador de células. Todo o 
material recolhido de cada frasco foi centrifugado a 600 x g durante 5 minutos, o sobrenadante foi 
descartado e o sedimento celular foi ressuspendido em 100 µl de tampão de lise (meio de 
manutenção com 1% de Triton-X (Sigma-Aldrich), e 1X do cocktail inibidor de proteases e fosfatases 
HaltTM, Thermo Fisher Scientific Inc, Rockford, Ilinois, EUA), vortexado e deixado em gelo durante 30 
minutos. Este procedimento para além de libertar todo o conteúdo celular serve também para 
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inactivar as partículas virais. As amostras foram posteriormente sonicadas durante 30 segundos em 
ultrasons e centrifugadas a 3 200 x g durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante de cada amostra 
(extracto das proteínas celulares totais) foi recolhido, quantificado e conservado a -80ºC até à sua 
utilização. 
 
5.2.3.2 Quantificação das proteínas 
A quantificação das proteínas dos extractos celulares foi determinada com o kit comercial Bio-Rad 
Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, California, EUA), seguindo as instruções do fabricante. Este kit 
baseia-se no método de quantificação proteica de Bradford, em que é utilizado o corante Coomassie 
Brilliant Blue G-250 que se liga às proteínas presentes na amostra e altera o seu comprimento de 
onda de 465 nm para 595 nm. Assim, são utilizados vários padrões com concentrações conhecidas 
de proteína para construir uma recta de quantificação que permitirá calcular a concentração das 
amostras através da absorvância de cada amostra. 
Para a construção da recta de quantificação, foram utilizadas várias quantidades da proteína BSA (0, 
1, 5, 10, 20 e 25 µg) que foi diluída, em água miliQ, num volume total de 800 µl. Para a quantificação 
das amostras, foram adicionados 2 µl de extracto proteico de cada amostra a 798 µl de água miliQ. 
Todos os tubos (padrões e amostras) foram vortexados, adicionado 200 µl do reagente BioRad 
Assay dye e efectuada a leitura da absorvância a um comprimento de onda de 595 nm no 
espectrofotómetro Unicam UV/Vis Spectrometer UV4 (Unicam, Lisboa, Portugal). Com o recurso ao 
software informático Microsoft Excel 2011 foi construída a recta de quantificação e respectiva 
equação da recta, com a qual foi calculada a concentração proteica de cada amostra. 
 
5.2.3.3 Análise das proteínas por immunoblot 
Preparação dos géis 
Para cada ensaio, foram preparados dois géis de poliacrilamida, um a 8% para revelar as proteínas 
de baixo peso molecular e outro a 12% para revelar as restantes proteínas (Tabela XIX). 
Após homogeneização da mistura de cada gel, esta foi transferida para um molde vertical, deixando 
1-2 cm do molde livres. Foi adicionada uma camada de isopropanol (Merck) à superfície do gel em 
polimerização de modo a facilitar a polimerização e evitar a formação de bolhas. Após a 
polimerização dos géis, foi removido o isopropanol e preparado o gel de concentração (gel de 4% - 
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Tabela XIX). O gel de concentração faz com que as amostras, no início da corrida, se concentrem e 
entrem no gel ao mesmo tempo. O gel de concentração a 4% foi adicionado até ao preenchimento 
total do molde de géis vertical e foi colocado o pente para a formação de poços. Durante a 
polimerização do gel de concentração, foram preparadas as amostras a carregar no gel. 
 
Tabela XIX - Formulação dos reagentes e quantidades utilizadas em cada gel de poliacrilamida 
 1(National Diagnostics, Atlanta, Georgia, EUA) 
24X Lower buffer – 1,5 M Tris-HCl (Sigma), pH 8,8, 0,4% SDS (Bio-Rad) 
34X Upper buffer – 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8, 0,4% SDS 
4(Merck) 
 
Preparação das amostras 
As amostras foram preparadas em duplicado (uma para ser carregada no gel de 8% e outra para o 
gel de 12%). Após o cálculo do volume de cada amostra correspondente a 20 µg de proteína total, o 
mesmo foi perfeito até aos 10 µl com tampão TE (10 mM Tris-HCl, pH 7,4 e 1 mM EDTA (Sigma), pH 
8,0). Foi ainda adicionado a cada amostra 3 µl de tampão de desnaturação 5X (1,25 ml de 4X upper 
buffer, 2% SDS, pH 6,8, 40% Glicerol (Merck), 0,2 M DTT (Promega) e 0,04% de azul de bromofenol 
(Sigma)) em gelo. Este processo permite a desnaturação e linearização das proteínas. As amostras 
foram aquecidas a 95ºC, durante 5 minutos, e arrefecidas em gelo durante outros 5 minutos. Após a 
polimerização do gel de concentração foi removido, cuidadosamente, o pente de modo a deixar os 
poços do gel intactos. O sistema com o gel de poliacrilamida foi colocado numa tina de electroforese 
vertical contendo tampão de corrida (50 ml de stock de tampão de corrida 10X (0,25 M Tris-base 
(Sigma) e 1,92 M Glicina (Sigma)) e 5 ml de 10% SDS para 500 ml de volume total). Todo o volume 
das amostras desnaturadas foi aplicado ao poço correspondente dos géis, deixando o primeiro poço 
do gel para a aplicação de 3 µl de marcador de peso molecular PageRulerTM plus (Thermo Fisher 
Scientific Inc). Por fim, aplicou-se ao gel uma corrente de 140 V, durante aproximadamente uma 
hora, controlando a migração das proteínas através da visualização da migração do marcador de 
pesos moleculares. 
 
Gel de 4% Gel de 8% Gel de 12%
Protogel1 1,3 ml 3,4 ml 5 ml
4X Lower buffer2 - 3,3 ml 3,3 ml
4X Upper buffer3 2,5 ml - -
Água 6,1 ml 5,8 ml 5 ml
APS4 50 µl 125 µl 125 µl
TEMED4 10 µl 12,5 µl 12,5 µl
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Transferência de proteínas do gel para a membrana 
Para a transferência das proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose, começou por se 
recortar a membrana de nitrocelulose Hybond-C (GE Healthcare) e esta foi colocada em água 
durante 5 minutos para hidratar. Durante este tempo de incubação, procedeu-se à remoção do gel do 
molde, descartando a parte do gel de acumulação, para uma tina com água. Preparou-se, na hora, 1 
litro de tampão de transferência, constituído por 250 ml de tampão de transferência 4X (95 mM Tris-
base e 1,92 M glicina), 200 ml de metanol (Merck) e 550 ml de água. Num recipiente, contendo 
tampão de transferência, colocou-se a cassete de transferência a qual foi montada colocando uma 
esponja, seguida de papel de filtro, o gel, a membrana, um segundo papel de filtro e uma segunda 
esponja, com o cuidado de remover todas as bolhas de ar entre a adição de cada camada e 
mergulhar o sistema no tampão. Fechada a cassete, a mesma foi colocada no sistema de 
transferência, contendo tampão de transferência, evitando a formação de bolhas. A transferência do 
gel para a membrana foi efectuada a 0,2 A durante uma hora. Para confirmar a transferência, 
procedeu-se à coloração da membrana com Ponceau para visualizar as bandas proteicas na 
membrana. Para tal, lavou-se a membrana três vezes com água e incubou-se durante 3 minutos com 
solução de Ponceau 1X em água, preparada a partir da solução stock de Ponceau 10X (2% Pouceau 
(Merck), 30% ácido tricloroacético (Sigma) e 30% ácido sulfosalicílico (Sigma)). Confirmada a 
transferência, a membrana foi lavada com água para remover o excesso de Ponceau, seguido de 
três lavagens com 1X TBS (20 mM Tris-base (Sigma) e 150 mM NaCl (Merck), pH 7,6) com 0,1% 
Tween 20 (Sigma) até à remoção total do Ponceau da membrana. A membrana foi lavada com água 
e colocada a agitar durante 15 minutos em 15% de peróxido de hidrogénio (sigma). Após nova 
lavagem com água, a membrana foi deixada a incubar, no mínimo durante uma hora, com agitação, 
em 5% de leite em TBS 1X. 
 
Incubações da membrana com anticorpos 
Nas incubações de western blot, foram testados os anticorpos primários pAkt, Akt 1/2 total, NF-κB, 
IκB-α, Bcl-2, Bcl-XL, XIAP, p53, p-Bad, pFOXO 3A, Mdm2 e β-actina. Para tal, a membrana foi 
removida do leite e lavada três vezes com água, três vezes com 1X TBS plus 0,1% Tween 20, 
durante 5 minutos, com agitação e, novamente, lavada três vezes com água. Por fim, a membrana foi 
deixada a incubar com o anticorpo primário (ressuspendido em 5% leite em TBS 1X), com agitação, 
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durante a noite. Antes da adição do anticorpo secundário, procedeu-se à remoção do anticorpo 
primário e à lavagem da membrana como descrito anteriormente. Foi adicionado, à membrana, o 
anticorpo secundário conjugado com IgG anti-rabbit ou anti-mouse, dependendo da proteína a 
detectar, conjugado com peroxidase de rábano, diluído em 5% leite em TBS 1X (Tabela XX). Após 2 
a 3 horas, o anticorpo secundário foi removido e a membrana lavada novamente. 
 
Tabela XX – Propriedades e condições de revelação e detecção de cada anticorpo primário utilizado 
 1phospho-Akt1, total Akt1/2 (H-136), Bcl-2 (C-2), Bcl-XL (L-19), IκB-α (C-21), Mdm2 (SMP-14), NF-κB (C-20), pBad (Ser136), p53 (Pab-240), and 
XIAP (H-202), Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, California, EUA; pFOXO3A (Thr32), Chemicon Int., Temecula, California, EUA; β-actin 
(A5441), Sigma-Aldrich Corp. 
2IgG anti-mouse/anti-rabbit conjugada com peroxidase (Bio-Rad) 
3Immobilon (Merck Millipore Corp.); SuperSignalTM West Femto (Thermo Fisher Scientific Inc.)  
4A - Água, T - Tampão, S - Substracto 
5Tempo de exposição no sistema de detecção Chemidoc 
 
Revelação e detecção das proteínas 
Após incubação da membrana com o anticorpo primário e secundário, foram utilizados dois tipos de 
substrato luminescente para a revelação das proteínas, ImmobilonTM e SupersignalTM West Femto. 
As condições e tipo de substrato adicionado às membranas encontra-se resumido na Tabela XX. 
Este substrato foi adicionado às membranas durante 1 minuto, após o qual a membrana foi 
cuidadosamente colocada num envelope de plástico de modo a evitar a formação de bolhas e 
impedir a desidratação da membrana. Por fim, a detecção das proteínas foi efectuada através da 
captura da luminescência emitida, lida no transiluminador equipado com captura de luminescência 
Bio-Rad Chemidoc (Bio-Rad) com tempos de exposição variáveis, dependentes da proteína a 
detectar (Tabela XX). As intensidades relativas das bandas de proteína detectadas por western blot 
foram analisados por densitometria utilizando o software informático Quantity One (Bio-Rad). 
 
Anticorpo 
primário1
Peso 
Molecular Origem
Anticorpo 
secundário2 Reagente de detecção
3 Condições de revelação4
Condições de 
detecção5
Akt-p 55 kDa Rabbit Anti-Rabbit ImmobilonTM 500 µl A + 500 µl T + 500 µl S 300 segundos
Akt1/2 60 kDa Rabbit Anti-Rabbit ImmobilonTM 500 µl A + 500 µl T + 500 µl S 300 segundos
β-Actina 43 kDa Mouse Anti-Mouse ImmobilonTM 1000 µl A + 500 µl T + 500 µl S 60 segundos
Bcl-2 28 kDa Mouse Anti-Mouse SuperSignal™ West Femto 300 µl A + 300 µl T + 300 µl S 300 segundos
Bcl-XL 32 kDa Rabbit Anti-Rabbit SuperSignal™ West Femto 300 µl T + 300 µl S 300 segundos
Iκb-α 37 kDa Rabbit Anti-Rabbit ImmobilonTM 500 µl A + 500 µl T + 500 µl S 60 segundos
Mdm2 90 kDa Mouse Anti-Mouse SuperSignal™ West Femto 300 µl A + 300 µl T + 300 µl S 300 segundos
NF-κB 65kDa Rabbit Anti-Rabbit ImmobilonTM 500 µl A + 500 µl T + 500 µl S 60 segundos
p-Bad 27 kDa Rabbit Anti-Rabbit
p53 53 kDa Mouse Anti-Mouse ImmobilonTM 1000 µl A + 500 µl T + 500 µl S 300 segundos
pFOXO3A 95 kDa Rabbit Anti-Rabbit
XIAP 55 kDa Rabbit Anti-Rabbit ImmobilonTM 1000 µl A + 200 µl T + 200 µl S 60 segundos
Não se conseguiu detectar
Não se conseguiu detectar
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Remoção dos anticorpos das membranas 
Para se poder revelar mais que uma proteína em cada membrana, foi necessário recorrer à remoção 
dos anticorpos (primário e secundário) agregados às membranas, antes de novas incubações. Para 
tal, foram utilizadas duas soluções de extracção que, devido à sua acidez, fazem com que os 
anticorpos se desagreguem da membrana. Após a revelação as membranas foram lavadas três 
vezes com água, incubadas com solução de extracção 1 (0,2 M glicina e 0,5 M NaCl, ajustada a um 
pH de 2,8 com ácido acético glacial), durante 10 minutos com agitação, à temperatura ambiente, 
lavadas três vezes com água, incubadas com solução de extracção 2 (0,5 M ácido acético glacial 
(Merck) e 0,5 M NaCl, pH 2,5), durante 10 minutos com agitação e lavadas novamente três vezes 
com água. No final, as membranas a serem utilizadas para novas incubações com anticorpos foram 
deixadas em 5% de leite em 1X TBS (no mínimo 30 minutos) até nova incubação. 
 
5.2.3.4 Actividade do NF-κB 
A detecção da actividade do NF-κB foi efectuada nos extractos celulares totais das amostras das 8 e 
16hpi. E detectada através da utilização do kit comercial TransAMTM NF-κB p65 (Active Motif®, 
Carlsbad, Califórnia, EUA). Este kit comercial contém uma placa de 96 poços com um revestimento 
que apresenta o oligonucleótido consensos do local de ligação do NF-κB. Assim, quando o NF-κB 
presente nos extractos celulares está activo, vai-se ligar especificamente à placa. Um anticorpo 
dirigido à subunidade p65 do NF-κB e um anticorpo secundário conjugado com peroxidase de rábano 
permitirá a detecção do NF-κB activo por espectrofotometria. A cada poço da placa, foram 
adicionados 30 µl de tampão de ligação e 20 µl da respectiva amostra, previamente diluída (40 µg de 
proteína) em tampão de lise. A placa foi selada e colocada a incubar durante 1 hora com agitação de 
100 rpm para a ligação do NF-κB activo nos extractos celulares ao oligonucleótido presente na placa. 
Cada poço foi lavado três vezes com 200 µl de solução de lavagem e adicionou-se 100 µl/poço do 
anticorpo anti-p65 NF-κB diluído 1:1000 em tampão de ligação, e a placa foi selada e deixada a 
incubar à temperatura ambiente durante uma hora. Cada poço foi novamente lavado três vezes com 
200 µl de solução de lavagem e adicionou-se 100 µl/poço do anticorpo secundário conjugado com 
peroxidase de rabano, diluído 1:1000 em tampão de ligação, a placa foi selada e deixada a incubar à 
temperatura ambiente durante uma hora. No final da incubação com o anticorpo secundário, cada 
poço foi lavado quatro vezes com solução de lavagem, adicionados 100 µl/poço de solução de 
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revelação e após 2 minutos de incubação foram adicionados 100 µl de solução stop e a absorvância 
de cada poço foi lida num espectrofotómetro de placas (Bio-Rad) no comprimento de onda 450 nm. 
 
5.2.4 Análise das proteínas virais na indução da apoptose 
Verificadas diferenças na indução da apoptose na infecção pelo vírus A/Portugal/82/2009 e 
B/Lisboa/08/2006, começou por se avaliar se a base destas diferenças tinha como factor principal a 
presença da proteína viral NS1, sendo esta a mais descrita como estando envolvida nos mecanismos 
de apoptose inibidos pelos vírus influenza do tipo A. 
 
5.2.4.1 Translocação do NF-κB em células transfectadas com o gene NS1 
Das vias celulares analisadas neste trabalho a via do NF-κB foi a que apresentou diferenças maiores, 
entre ambos os vírus estudados, o que pode justificar as diferenças observadas nos perfis cinéticos 
de apoptose de cada vírus. Assim, começou-se por analisar o efeito da proteína viral NS1 na 
activação da via do NF-κB. Células MDCK-SIAT 1 foram transfectadas com os plasmídeos contendo, 
ou o segmento genético que codifica a proteína NS1 do vírus influenza do tipo A (NS1A), ou 
segmento genético que codifica a proteína NS1 do vírus influenza do tipo B (NS1B). Nestas células, 
foi analisada, por imunocitoquímica, a translocação do NF-κB do citoplasma para o núcleo.  
 
Aferição da transfecção 
Para a transfecção das células MDCK-SIAT1, foi necessário, como aconselhado pelo fabricante, 
aferir as quantidades de Lipofectamine® 2000 e de DNA plasmídico a usar de modo a ter um máximo 
de eficiência possível na transfecção destas células em placas de Petri de 35 mm. Para esta 
aferição, foi utilizado o plasmídeo de expressão pCIPolISapIT_GFP. Este plasmídeo, quando 
presente na célula vai transcrever uma proteína inócua à célula, verde fluorescente, que torna a 
célula transfectada verde quando visualizada em microscopia de fluorescência. 
Foram aferidos três volumes diferentes de Lipofectamine® 2000 (6, 9 e 12 µl/placa) e quatro 
quantidades diferentes de DNA plasmídico (1,5, 2,5, 3,5 e 4,5 µg/placa). 
Num tubo por condição, foram adicionados os diversos volumes de Lipofectamine® 2000 a aferir a 
150 µl de OPTI-MEM. Igualmente, em tubos separados, foram adicionados as diferentes quantidades 
de DNA plasmídico a aferir a 150 µl de OPTI-MEM. Todos os tubos descritos anteriormente foram 
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deixados à temperatura ambiente durante 20 minutos. Após este tempo de incubação, aos 
respectivos tubos com 150 µl da diluição de Lipofectamine® 2000 foram adicionados 150 µl das 
quantidades de DNA plasmídico correspondentes. Os tubos foram incubados à temperatura 
ambiente durante 5 minutos para ocorrer a ligação dos plasmídeos à Lipofectamine® 2000. Durante 
este período de incubação, às placas de Petri de 3,3 cm2 com uma monocamada de células MDCK-
SIAT1 de cerca de 90%, a usar na transfecção, foi removido o meio de crescimento, foram lavadas 
com 1 ml de meio suplementado, pré-aquecido a 37ºC e adicionados 1 ml de meio de transfecção 
(OPTIMEM). Após os 5 minutos de incubação, foram adicionados gota a gota, às respectivas placas 
de Petri, 300 µl da mistura DNA + Lipofectamine® 2000 e as placas foram colocadas a incubar a 
37ºC com 5% de CO2. Vinte e quatro horas após a transfecção, foi removido o meio de transfecção, 
as células foram lavadas com 1 ml de DPBS, fixas com 1 ml de paraformaldeído a 4% em DPBS 
durante 30 minutos à temperatura ambiente. Após três lavagens com DPBS as células foram coradas 
com 1 ml de Hoechst 33258 a 5 µg/ml para corar todos os núcleos celulares, lavadas três vezes com 
DPBS e foi utilizado glicerol em DPBS (1:3, v/v) como meio de montagem. Cada condição foi 
observada por microscopia de fluorescência onde foram capturados quatro campos de cada 
condição com o filtro de comprimento de onda verde (células transfectadas) e UV (núcleos das 
células). Nas imagens capturadas foi contabilizado o número de células transfectadas (a verde) e o 
número total de células (número de núcleos corados a azul). 
 
Transfecção das células MDCK-SIAT1 com o gene NS1 
Como controlo de transfecção, nesta parte do trabalho foi utilizado, juntamente com o gene em 
estudo, o plasmídeo de transcrição da proteína GFP, pCIPolISapIT_GFP. 
Placas de Petri de 3,3 cm2 com uma monocamada de células MDCK-SIAT1 de cerca de 90% foram 
co-transfectadas com pCIPolISapIT_NS1_A + pCIPolISapIT_GFP; pCIPolISapIT_NS1_B + 
pCIPolISapIT_GFP e pCIPolISapIT_GFP + pCIPolISapIT (controlo) nas condições previamente 
aferidas. Num tubo por condição, foram adicionados 9 µl de Lipofectamine® 2000 a 150 µl de OPTI-
MEM. Igualmente, em tubos separados, foram adicionados 3,5 µg de pCIPolISapIT_NS1_A, 
pCIPolISapIT_NS1_B ou pCIPolISapIT e 3,5 µg de pCIPolISapIT_GFP a 150 µl de OPTI-MEM. 
Todos os tubos descritos anteriormente foram deixados à temperatura ambiente durante 20 minutos. 
Após este tempo de incubação, aos respectivos tubos, com 150 µl da diluição de Lipofectamine® 
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2000, foram adicionados 150 µl da diluição dos plasmídeos correspondentes. Os tubos foram 
incubados à temperatura ambiente durante 5 minutos para ocorrer a ligação dos plasmídeos à 
Lipofectamine® 2000. Durante este período de incubação, às placas de Petri com as células a usar 
na transfecção foi removido o meio de crescimento, lavadas com 1 ml de meio suplementado, pré-
aquecido a 37ºC, e adicionados 1 ml de meio de transfecção. Após os 5 minutos de incubação, foram 
adicionados gota a gota, às respectivas placas de Petri, 300 µl da mistura DNA + Lipofectamine® 
2000 e as placas foram colocadas a incubar a 37ºC com 5% de CO2 durante 24h. 
 
Imunocitoquímica das células transfectadas 
A activação do NF-κB nas células transfectadas foi analisada recorrendo à técnica de 
imunocitoquímica para detectar o NF-κB no citoplasma e no núcleo celular, pois o NF-κB activo migra 
para o núcleo celular para activar a transcrição dos seus genes alvo. Após 24 h da transfecção, às 
placas de Petri com as células MDCK-SIAT1 transfectadas foi removido o meio de transfecção e, 
com cuidado, procedeu-se à sua lavagem com 1 ml de DPBS, pré-aquecido a 37ºC. Para a fixação e 
permeabilização das células foi adicionado 1 ml de paraformaldeído a 4% em DPBS, pH 7,4 durante 
30 minutos à temperatura ambiente, o qual foi removido, após o período de incubação. O excesso foi 
lavado com 1 ml de DPBS. As células foram incubadas com 60 µl de solução de bloqueio (10% de 
soro de burro (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, Pennsylvania, EUA), 1% de FBS 
e 0,1% de Triton-X-100 em PBS) durante 1 hora à temperatura ambiente. As células e a solução de 
bloqueio foram cobertas com uma lamela de plástico de modo a espalhar a solução uniformemente 
por todas as células. As células foram deixadas a incubar durante a noite a 4ºC com 60 µl de 
anticorpo primário de ratinho anti-NF-κB p65 (F-6, Santa Cruz Biotechnology Inc.) diluído em solução 
de bloqueio (1:100). O excesso de anticorpo primário foi removido e as células foram lavadas três 
vezes com 1 ml de PBS, durante 10 minutos, com agitação. As células foram incubadas com 60 µl de 
anticorpo secundário conjugado IgG anti-mouse Alexa Fluor 568 (Invitrogen, Life Technologies) 
(vermelho) diluído em solução bloqueio (1:200) durante 1 hora à temperatura ambiente, protegidas 
da luz. A preparação foi coberta com uma lamela de plástico para garantir a distribuição uniforme do 
anticorpo secundário por todas as células. Por fim, as células foram novamente lavadas três vezes 
com 1 ml de PBS, durante 10 minutos, com agitação. 
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Coloração dos núcleos 
Para a coloração dos núcleos das células transfectadas presentes nas placas de Petri, recorreu-se 
ao mesmo fluorocromo utilizado anteriormente, específico da cromatina, Hoechst 33258, que cora 
apenas os núcleos das células. Assim, após a lavagem do anticorpo secundário, as células foram 
incubadas com 1 ml do fluorocromo Hoechst a 5 µg/ml em PBS durante 5 minutos no escuro, à 
temperatura ambiente. Por fim, as placas foram novamente lavadas três vezes com PBS para 
remover o excesso de corante e foram utlizados 15 µl de FluoromontTM como meio de montagem. 
 
Visualização e captação das imagens das células transfectadas 
As preparações celulares foram observadas por microscopia de fluorescência, onde foram 
visualizados e captados, para posterior processamento, quatro campos com células transfectadas 
(verde). Para cada campo foi efectuada a captura da imagem com o filtro de comprimento de onda 
verde (células transfectadas), filtro UV (núcleos das células) e filtro vermelho (NF-κB) (Figura 26). 
 
 
Figura 26 – Exemplo de uma célula transfectada com o pCIPolISapIT_GFP + pCIpolSat_NS1B sem 
(A) e com (B) translocação de NF-κB do citoplasma para o núcleo.  1 – GFP, controlo de célula 
transfectada. 2 – Coloração de Hoescht apresenta todos os núcleos celulares. 3 – Imunocitoquímica 
indirecta com o anticorpo primário anti-NF-κB (mouse) e anticorpo secundário red-anti-mouse. 4 – 
imagem combinada dos três filtros  
 
 
 
A1# A2# A3# A4#
B1# B2# B3# B4#
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Processamento das imagens captadas 
O processamento das imagens de microscopia de fluorescência foi efectuado com o programa 
informático ImageJ v1.47 (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA). As imagens 
captadas com o filtro verde (células transfectadas) foram utilizadas para seleccionar e criar um layer 
do contorno do citoplasma de cada célula transfectada. Nas imagens captadas com o filtro UV 
(núcleos), foi seleccionado e criado um layer de cada contorno do núcleo da respectiva célula 
transfectada. Por fim, a imagem captada com o filtro vermelho (NF-κB) foi utilizada para determinar a 
densidade de pigmentação por unidade de área de cada citoplasma (subtracção da área do layer do 
núcleo à área do layer do citoplasma) e da área de cada núcleo (área do layer do núcleo) de cada 
célula transfectada. Definiu-se que ocorreu activação do NF-κB sempre que a densidade de 
pigmentação do núcleo foi igual ou superior à do citoplasma. 
 
5.2.4.2 Efeito de cada gene viral na indução da apoptose 
Devido à baixa taxa de transfecção das células MDCK-SIAT1 (aproximadamente 15%), o estudo do 
efeito que cada segmento genético viral tem na inibição/indução da apoptose das células 
transfectadas foi realizado recorrendo ao teste da medição da actividade das caspases 3/7 por 
luminescência (caspase-glo®), por se tratar de um método sensível, que permite detectar pequenas 
variações na actividade das caspases 3/7, caspases efectoras que, quando activas, indicam que a 
célula está em processo apoptótico. Foi testado o efeito da transfecção de plasmídeos bidireccionais 
contendo os diversos genes do vírus A/Portugal/82/2009, B/Lisboa/08/2006 e utilizando como 
controlo o plasmídeo que codifica a proteína GFP às 8, 16 e 24 horas pós transfecção (hpt) (Tabela 
XXI). A construção dos plasmídeos encontra-se descrita no ponto 4.5. 
 
Tabela XXI – Resumo dos plasmídeos utilizados na transfecção das células para o estudo da 
inibição/indução da actividade das caspases 3/7 
 
Segmento 
genético A/Portugal/82/2009 B/Lisboa/08/2006
PB2 pCIPolISapIT_PB2_A pCIPolISapIT_PB2_B
PB1 pCIPolISapIT_PB1_A pCIPolISapIT_PB1_B
PA pCIPolISapIT_PA_A pCIPolISapIT_PA_B
HA pCIPolISapIT_HA_A pCIPolISapIT_HA_B
NP pCIPolISapIT_NP_A pCIPolISapIT_NP_B
NA pCIPolISapIT_NA_A pCIPolISapIT_NA_B
M pCIPolISapIT_M_A pCIPolISapIT_M_B
NS pCIPolISapIT_NS1_A pCIPolISapIT_NS1_B
GFP pCIPolISapIT_GFP
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Para este ensaio foram utilizadas células MDCK-SIAT1 semeadas em placas brancas de fundo 
transparente com tratamento celular Krystal® 2000 (Porvair Sciences, Wrexham, País de Gales, 
Reino Unido). Estas placas têm a particularidade de apresentarem um fundo isolado por poço, que 
impede a contaminação da luminescência pela luminescência dos poços vizinhos. As condições de 
transfecção utilizadas foram as aferidas no ponto 5.2.4.1 adaptadas às placas de 96 poços.  
Células MDCK-SIAT1 foram semeadas em placas brancas de fundo transparente Krystal® 2000 (em 
triplicado, uma placa por cada tempo pós-transfecção) 48 horas antes da transfecção de modo a que 
cada poço contivesse cerca de 4 x 104 células por poço no momento da transfecção. Num tubo foi 
preparada a mistura de OPTI-MEM correspondente a 54 poços (8 poços para os plasmídeos com 
segmentos genéticos da estirpe A/Portugal/82/2009 + 8 poços para os plasmídeos com segmentos 
genéticos da estirpe B/Lisboa/08/2006 + 1 poço para o gene controlo + 1 poço extra, em triplicado – 
3 tempos pós-transfecção), ou seja, foram adicionados 18,9 µl de Lipofectamine® 2000 a 270 µl de 
OPTI-MEM (0,35 µl de Lipofectamine® 2000 a 5 µl de OPTI-MEM por poço). Separadamente, num 
tubo por gene, foram adicionados 450 ng de DNA plasmídico a 15 µl de OPTI-MEM (150 ng de DNA 
plasmídico a 5 µl de OPTI-MEM por poço). Ambas as misturas foram mantidas à temperatura 
ambiente durante 20 minutos, após os quais, a cada tubo de DNA plasmídico diluído em OPTI-MEM 
foram adicionados 15 µl da mistura de Lipofectamine® 2000 diluída e mantidos à temperatura 
ambiente, durante 5 minutos, para ocorrer a ligação do DNA plasmídico ao complexo lipídico. 
Durante estes 5 minutos, foi removido o sobrenadante às células das três placas, as células foram 
lavadas uma vez com meio suplementado a 37ºC e a cada poço foram adicionados 90 µl de meio de 
transfecção. Passados os 5 minutos de incubação, 10 µl de cada complexo lipídico ligado ao DNA 
plasmídico foi adicionado ao poço correspondente a cada placa de 96 poços (Figura 27). As placas 
foram colocadas a 37ºC com 5% CO2 e nesse momento foi determinado o tempo zero horas pós-
transfecção (hpt). 
Em cada tempo pós-transfecção (8, 16 e 24 hpt) foi retirada da estufa a 37ºC uma placa de 96 poços 
com as células transfectadas e medida a actividade das caspases 3/7 utilizando o sistema Caspase-
Glo® 3/7, como descrito anteriormente. Ou seja, a cada poço foram adicionados 100 µl do reagente 
Caspase-Glo® 3/7, razão 1:1 (v/v) aos 100 µl do meio de transfecção presentes no poço. A placa de 
96 poços foi colocada num agitador de placas a 500 rpm durante 30 segundos e foi deixada a 
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incubar durante 30 minutos à temperatura ambiente. Após o tempo de incubação a luminescência foi 
medida no leitor de placas FLUOstar OPTIMA equipado com opção de leitura de luminescência. 
 
Figura 27 – Representação esquemática da placa de 96 poços utilizada no ensaio de transfecção 
para a medição da actividade das caspases 3/7, onde são indicados a distribuição dos genes 
transfectados de cada vírus e do plasmídeo controlo (pCIPolISapIT_GFP)  
 
5.2.5 Tratamento de resultados e análise estatística 
Todos os ensaios efectuados e descritos desde o ponto 5.2.1 ao ponto 5.2.4, inclusivé, foram 
realizados, de forma isolada, em quadruplicado, de modo a conseguir resultados com significância 
estatística. Devido à variabilidade dos resultados provenientes de sistemas biológicos variáveis, 
como é o caso de células em cultura, todos os resultados, com excepção dos resultados obtidos no 
ponto 5.2.2.2 e 5.2.4.1, foram uniformizados com o respectivo controlo, descrito e utilizado em cada 
tempo pós-infecção/pós-transfecção de cada ensaio e representados em fold change. Os resultados 
foram processados, analisados e representados em forma de média dos ensaios ± desvio padrão da 
média (DPM).  
A análise estatística foi efectuada recorrendo ao programa informático de análise estatística IBM® 
SPSS® Statistics V22.0.0.0 (IBM, Armonk, Nova Iorque, EUA). Os valores representados em fold 
change foram sujeitos a dois tipos de análise: na primeira foram comparados os valores entre o vírus 
A/Portugal/82/2009 e o vírus B/Lisboa/08/2006 utilizando a análise t-student de amostras 
independentes, para detectar as diferenças estatisticamente significantes entre os valores obtidos 
entre os dois tipos de vírus; na segunda análise foram comparados os valores do vírus 
A
/P
or
tu
ga
l/8
2/
20
09
B
/L
is
bo
a/
08
/2
00
6
A B C D E F G H
1
pCIPolISapIT_PB2 2
pCIPolISapIT_PB1 3
pCIPolISapIT_PA 4
pCIPolISapIT_HA 5
pCIPolISapIT_NP 6
pCIPolISapIT_NA 7
pCIPolISapIT_M 8
pCIPolISapIT_NS1 9
pCIPolISapIT_GFP 10
11
12
 101 
A/Portugal/82/2009 e do vírus B/Lisboa/08/2006 com o valor do controlo (valor constante = 1) 
utilizando a análise t-student de uma amostra, de modo a detectar diferenças estatisticamente 
significantes entre os vírus em estudo e o controlo utilizado. Nos restantes resultados, para detectar 
diferenças estatisticamente significativas entre os vários grupos, foi feita a análise ANOVA 
unidireccional seguida da análise pelo teste de comparações múltiplas com o post hoc de Tukey. 
Todos os valores de p < 0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.  
 
5.3 Resultados 
5.3.1 Perfil cinético de indução da apoptose na infecção com vírus influenza do tipo A e do 
tipo B 
5.3.1.1 Morte celular total 
As diferenças entre a infecção por vírus influenza do tipo A e do tipo B têm merecido a atenção da 
comunidade científica, nomeadamente diferenças na epidemiologia e severidade da doença, 
infecciosidade e ciclo replicativo [123]. Para tentar compreender algumas destas diferenças a 
citotoxicidade da infecção por vírus influenza do tipo A e do tipo B foi avaliada e comparada. 
Inicialmente, a morte celular total foi avaliada, durante 72 horas, através de medições da actividade 
da enzima LDH no sobrenadante de culturas celulares infectadas com vírus influenza do tipo A, do 
tipo B e controlo (meio suplementado). A indução da morte celular total na infecção com o vírus 
A/Portugal/82/2009 e com o vírus B/Lisboa/08/2006 difere no tempo e intensidade. A indução da 
morte celular na infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006 ocorre a partir das 24 hpi e na infecção com 
o vírus A/Portugal/82/2009 ocorre mais tarde, após as 32 hpi (p < 0,01) (Figura 28A).  
Em relação à intensidade da morte celular provocada pela infecção, o vírus A/Portugal/82/2009 
mostrou ser mais letal para as células, atingindo um máximo de libertação de LDH às 56 hpi, cerca 
de 6 vezes superior ao valor do controlo negativo (p < 0,01), enquanto que na infecção com o vírus 
B/Lisboa/08/2006, este máximo foi cerca de 2 vezes superior ao valor do controlo negativo, às 48 hpi, 
revelando-se menos tóxica para as células (p < 0,05). 
 
5.3.1.2 Morfologia de células em apoptose 
A capacidade dos vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 induzirem a apoptose nas células 
infectadas foi inicialmente avaliada por observação morfológica dos núcleos de células MDCK-SIAT1, 
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coradas com o corante Hoechst, durante 72 horas após a infecção (Figura 28B e C). Os núcleos das 
células em apoptose são morfologicamente característicos por apresentarem a cromatina 
condensada contígua à membrana nuclear assim como fragmentação nuclear (indicados com setas 
na Figura 28B). A análise morfológica das células infectadas com o vírus A/Portugal/82/2009 revela 
um aumento das células em apoptose, a partir das 32 hpi até às 72 hpi, com um máximo de 45% de 
células em apoptose. Por sua vez, a infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006 induziu a apoptose nas 
células infectadas, a partir das 24 hpi, com um máximo de aproximadamente 20% de células em 
apoptose (Figura 28C). 
 
 
Figura 28 – A infecção com os vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 induz diferentes perfis 
de morte celular e apoptose. A análise da morte celular total e a análise morfológica da apoptose 
foram avaliadas em células MDCK-SIAT1 infectadas com os vírus A/Portugal/82/2009 e 
B/Lisboa/08/2006 durante 72 horas. A – Monitorização da libertação de LDH nas células infectadas 
durante 72 hpi mostrou que a infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 induz a libertação de níveis 
de LDH superiores aos da infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006. B – Microscopia de fluorescência 
das células controlo, das células infectadas com o vírus B/Lisboa/08/2006 e das células infectadas 
com o vírus A/Portugal/82/2009, 72 hpi após coloração de Hoechst. As células morfologicamente em 
apoptose estão indicadas com setas. C – A percentagem de células em apoptose na infecção com o 
vírus A/Portugal/82/2009, apesar de mais tardia, apresenta valores mais altos do que os valores 
obtidos na infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006. Os valores apresentados nos gráficos referem-se 
ao valor médio ± DPM de pelo menos três ensaios independentes. * p < 0,05 e ** p < 0,01 
comparativamente a B/Lisboa/08/2006. Adaptado de Santos et al., 2015 [124]. 
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Estes resultados sugerem que a indução da apoptose e o aumento da morte celular total ocorrem 
mais cedo, mas com uma intensidade menor, nas células infectadas com o vírus B/Lisboa/08/2006 
comparativamente com a infecção com o vírus A/Portugal/82/2009. Verifica-se ainda que o perfil de 
morte celular total é semelhante ao perfil de apoptose para ambos os vírus. 
 
5.3.1.3 Actividade das caspases 
Para avaliar as potenciais diferenças na indução da apoptose e mecanismos associados como 
consequência da infecção com os vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006, recorreu-se à 
medição da actividade das caspases efectoras 3/7 e das caspases iniciadoras (caspase 9, associada 
à via intrínseca, e a caspase 8, associada à via extrínseca). Os resultados da actividade das 
caspases efectoras 3/7, indicam que a infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 induz a apoptose 
maioritariamente entre as 32 e as 56 hpi, ponto de leitura onde foi registado um valor máximo 1,9 
vezes superior ao valor obtido para o controlo negativo (p < 0,01) (Figura 29A). Na infecção com o 
vírus B/Lisboa/08/2006 o valor da actividade das caspases efectoras aumentou logo desde as 8 hpi, 
mantendo-se superior aos valores registados para o vírus A/Portugal/82/2009 até às 48 hpi (p < 
0,05). Esta diferença na indução da actividade das caspases efectoras pela infecção com o vírus 
A/Portugal/82/2009 e pela infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006, corrobora a diferença 
anteriormente observada nos perfis obtidos na análise morfológica das células em apoptose. 
Na actividade das caspases iniciadoras, caspase 9 e 8, também foram observadas diferenças entre a 
infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 (Figura 29B e C). A actividade da 
caspase associada à via intrínseca, caspase 9, na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 registou 
valores superiores aos obtidos para as células controlo durante as primeiras 32 hpi (p < 0,05). A 
partir deste momento e até às 48 hpi, a actividade da caspase 9 aumentou e atingiu o valor máximo 
de duas vezes superiores à actividade das células controlo (p < 0,05). Na infecção com o vírus 
B/Lisboa/08/2006, actividade da caspase 9 aumentou durante as primeiras 24 hpi (momento em que 
foi registado o valor máximo) persistindo até às 56 hpi, no entanto com valores inferiores aos 
registados na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009. O aumento da actividade da caspase 8, 
associada à via dos receptores de morte foi detectado logo desde as 8 hpi na infecção com o vírus 
B/Lisboa/08/2006, enquanto que na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009, este aumento foi 
detectado mais tarde, atingido o pico máximo numa fase tardia da infecção (56 hpi). 
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Estes resultados apontam para existência de diferentes perfis de indução da apoptose nas células 
infectadas com o vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006. O vírus B/Lisboa/08/2006 provoca 
uma resposta imediata de indução da apoptose nas células infectadas, no entanto com níveis de 
morte celular total e de apoptose mais baixos que os registados na infecção com o vírus 
A/Portugal/82/2009, para o qual estes valores são registados num momento mais tardio da infecção. 
A actividade das caspases iniciadoras mostra, ainda, que na infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006, 
a indução da apoptose ocorre por ambas as vias, intrínseca e extrínseca, enquanto que na infecção 
com o vírus A/Portugal/82/2009, esta indução ocorre maioritariamente pela via intrínseca, registando-
se também a activação da via extrínseca, mas numa fase mais tardia da infecção. 
 
Figura 29 – A infecção de células MDCK-SIAT1 com os vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 
induz diferentes perfis de actividade das caspases. A análise da actividade das caspases foi avaliada 
em células MDCK-SIAT1 infectadas com as estirpes A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 durante 
72 horas, como descrito nas metodologias aplicadas. A – Actividade das caspases efectoras 3/7. B – 
Actividade da caspase iniciadora 9, caspase associada à via intrínseca de apoptose. C – Actividade 
da caspase iniciadora 8, caspase associada à via extrínseca de apoptose. Os valores apresentados 
nos gráficos referem-se ao valor médio ± DPM de pelo menos três ensaios independentes. * p < 0,05 
e ** p < 0,01 comparativamente a B/Lisboa/08/2006. Adaptado de Santos et al., 2015 [124]. 
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5.3.2 Vias celulares afectadas pela infecção por vírus influenza 
5.3.2.1 Via do PI3K/Akt 
A activação da via do PI3K/Akt conduz, na maioria das linhas celulares, à sobrevivência celular e 
inibição da apoptose. A via de sobrevivência do Akt está também descrita como uma via que cria um 
ambiente favorável para a replicação e montagem da progénie viral [71]. Assim, o estudo desta via 
de sobrevivência é essencial para perceber se o desfasamento observado entre os perfis de indução 
da apoptose pela infecção pelos vírus em estudo se deve à activação da via do PI3K/Akt.  
Lisados de células infectadas com o vírus A/Portugal/82/2009, com o vírus B/Lisboa/08/2006 e de 
células não infectadas foram sujeitos a análise por western blot com o anticorpo para a forma activa 
do Akt (anti-phospho-Akt1; p-Akt1) (Figura 30A e B). As membranas foram ainda incubadas com o 
anticorpo Akt1/2 (níveis totais de Akt – Figura 30A e C). O cálculo da razão p-Akt1/Akt1/2 indica que 
ambas as infecções, com o vírus A/Portugal/82/2009 e com o vírus B/Lisboa/08/2006, induzem uma 
activação da via do Akt entre as 4 e as 12 hpi (comparativamente às células da infecção controlo), 
atingindo o valor máximo às 8 hpi (p < 0,05) (Figura 30D).  
Embora sem significância estatística, a infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006 apresenta, 
surpreendentemente, valores de activação da via do Akt superiores aos registados na infecção com o 
vírus A/Portugal/82/2009, durante este mesmo período. A única diferença na activação da via do Akt, 
entre a infecção pelos dois vírus, foi registada às 16 hpi, onde ocorreu um segundo pico de activação 
desta via na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009. Este segundo pico deve-se a um aumento dos 
níveis de fosforilação do Akt na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009, enquanto que na infecção 
com o vírus B/Lisboa/08/2006, os níveis de fosforilação do Akt continuam a decrescer (Figura 30B). 
A activação da via de sobrevivência do Akt pode explicar o atraso observado na indução da apoptose 
na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009, no entanto não explica a diferença detectada entre os 
perfis de indução de apoptose entre os dois vírus, pois esta via de sobrevivência também está activa 
na infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006, e não foi suficiente para inibir a indução da apoptose na 
fase inicial da infecção. 
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Figura 30 – A infecção com os vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 induz um perfil inicial de 
activação da via do Akt semelhante para os dois vírus. Extractos totais de células MDCK-SIAT1 
infectadas com os vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 foram recolhidos durante 24 hpi e 
sujeitos a análise por imunoblot como descrito nas metodologias aplicadas. A – Detecção por 
imunofluorescência de p-Akt, Akt1/2 e β-Actina. B – Níveis de p-Akt1. C – Níveis de Akt1/2. D – 
Activação da via de sinalização do Akt calculada através da razão p-Akt1/Akt1/2 total. β-Actina foi 
usada como controlo para normalização da quantidade proteica aplicada no gel. Os valores 
apresentados nos gráficos referem-se ao valor médio ± DPM de pelo menos três ensaios 
independentes. * p < 0,05 comparativamente a B/Lisboa/08/2006. Adaptado de Santos et al., 2015 
[124]. 
 
Estes resultados sugerem que o vírus B/Lisboa/08/2006 activa a via de sobrevivência celular do 
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indução da apoptose na infecção por este vírus. Neste contexto, foram analisados os alvos do Akt 
que estão descritos como estando directamente associados à sobrevivência celular: a activação do 
NF-κB [125, 126], a activação da proteína MDM2 que por sua vez vai inibir o p53 [76, 127], a inibição 
da pBad [77, 78] e a inibição da FoxO [78]. 
 
5.3.2.2 Via de activação do NF-κB 
Um dos factores chave para a replicação viral é o factor de transcrição NF-κB, também considerado 
como um dos principais reguladores da resposta imune inata de defesa contra a infecção. O factor de 
transcrição NF-κB é frequentemente activado pelos vírus de modo a haver uma regulação de vários 
genes antivirais [128]. Para verificar se as diferenças observadas entre o perfil de indução de 
apoptose na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 e na infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006 
estão dependentes deste factor de transcrição, os níveis de NF-κB e do seu inibidor endógeno, IκB, 
foram analisados e comparados para ambos os vírus. 
A análise dos níveis de NF-κB e IκB-α (Figura 31A) indicam que a infecção com o vírus 
A/Portugal/82/2009 induz um pico na razão NF-κB/IκB-α às 8 hpi (Figura 31B). Na infecção com o 
vírus B/Lisboa/08/2006 também foi registado um pico na razão NF-κB/IκB-α às 8 hpi. No entanto, 
este pico foi inferior ao registado nas células infectadas com o vírus A/Portugal/82/2009 (p < 0,05) e 
nas células controlo (p < 0,01). Os valores da razão NF-κB/IκB-α foram igualmente inferiores aos 
registados na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 e células controlo, das 4 às 16 hpi (p < 0,05) 
e das 4 às 24 hpi (p < 0,01), respectivamente. O perfil observado na infecção com o vírus 
B/Lisboa/08/2006 pode ser explicado pelo aumento contínuo dos níveis de IκB-α após a infecção 
com este vírus (Figura 31A).  
Para confirmar se o aumento observado da razão NF-κB/IκB-α reflecte um aumento na actividade do 
NF-κB, a actividade de transcrição do NF-κB foi analisada pós-infecção com o vírus 
B/Lisboa/08/2006, A/Portugal/82/2009 e controlo. A aplicação do ensaio TransAMTM NF-κB confirmou 
a activação do factor de transcrição NF-κB às 8 hpi na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 (1,22 
± 0,04 vezes superior ao controlo), ao contrário do que acontece na infecção com o vírus 
B/Lisboa/08/2006 (1,01 ± 0,04 vezes superior ao controlo) (p < 0,05) (Figura 31C). Estes resultados 
indicam que a via de sobrevivência do NF-κB poderá explicar as diferenças observadas nos perfis de 
indução da apoptose pela infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006. A análise da 
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expressão proteica permite, ainda, apontar que a regulação do IκB, poderá estar envolvida no 
controlo da activação da via de sobrevivência do NF-κB. 
 
 
Figura 31 – Células infectadas com o vírus A/Portugal/82/2009 e células infectadas com o vírus 
B/Lisboa/08/2006 apresentam diferentes perfis de activação da via do NF-κB.  Extractos totais de 
células MDCK-SIAT1 infectadas com os vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 foram 
recolhidos durante 24 hpi e sujeitos a análise por imunoblot e por ensaios de actividade do NF-κB 
como descrito nas metodologias aplicadas. A – Detecção por imunofluorescência (em cima) e 
respectiva quantificação (em baixo) de NF-κB (esquerda) e IκB-α (direita). β-Actina foi usada como 
controlo para normalização da quantidade proteica aplicada no gel. B – Razão NF-κB/IκB-α. C – 
Níveis de NF-κB com capacidade de ligação à região de DNA consensus específica para o NF-κB, 
determinados através do ensaio TransAMTM NF-κB p65. Os valores apresentados nos gráficos 
referem-se ao valor médio ± DPM de pelo menos três ensaios independentes. * p < 0,05 e ** p < 0,01 
comparativamente a B/Lisboa/08/2006. Adaptado de Santos et al., 2015 [124]. 
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5.3.2.3 Via de activação da MDM2 e inibição do p53 
A Mdm2, ubiquitina ligase do p53, que regula o equilíbrio intracelular do p53, é um substrato do Akt, 
levando a que a activação do Akt esteja associada à redução dos níveis de p53 [72]. Quando o 
equilíbrio intracelular do p53 é alterado, por estímulos intrínsecos ou extrínsecos de stress celular, 
poderá ocorrer inibição do ciclo celular, senescência celular ou indução da apoptose [72, 129]. 
Após a observação da activação da via do Akt na infecção como os vírus A/Portugal/82/2009 e 
B/Lisboa/08/2006, resultado que não reflecte o perfil cinético de indução da apoptose observado, foi-
se avaliar se haveria alguma influência viral na via do MDM2/p53 através da análise por immunoblot 
destas duas proteínas nos extractos celulares de células infectadas com ambos os vírus. O anticorpo 
primário da proteína MDM2 não foi reactivo o suficiente com os extractos celulares utilizados (células 
MDCK-SIAT1 – provenientes de rim de cão), tendo-se conseguido apenas bandas muito ténues com 
intensidade insuficiente para a sua quantificação por densimetria (Figura 32A).  
 
 
Figura 32 – Células infectadas com o vírus A/Portugal/82/2009 e células infectadas com o vírus 
B/Lisboa/08/2006 não apresentaram diferentes perfis de activação da via MDM2/p53. Extractos totais 
de células MDCK-SIAT1 infectadas com os vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 foram 
recolhidos durante 24 hpi e sujeitos a análise por imunoblot como descrito nas metodologias 
aplicadas. A – Detecção por imunofluorescência das proteínas MDM2 e p53. B – quantificação de 
p53. β-Actina foi usada como controlo para normalização da quantidade proteica aplicada no gel. Os 
valores apresentados no gráfico referem-se ao valor médio ± DPM de pelo menos três ensaios 
independentes.  
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Os níveis da proteína p53, embora sem resultados estatisticamente significativos, parecem apontar 
para uma inibição inicial do p53, de acordo com a activação inicial do Akt, para ambos os vírus. 
Igualmente sem significância estatística foi observado um aumento dos níveis de p53 entre as 8 e as 
16 hpi que poderia ajudar a interpretar as diferenças observadas no perfil cinético de indução da 
apoptose observada entre as duas estirpes virais em estudo (Figura 32A e B). 
 
5.3.2.4 Via de activação da FoxO e da pBad 
A activação da via do Akt poderá ainda inibir a actividade transcriptacional da FoxO, levando à 
sobrevivência, crescimento e proliferação celular, pois a FoxO, induz a apoptose e/ou a inibição do 
crescimento celular através da indução da transcrição de vários membros pró-apoptóticos da família 
da Bcl-2 [73]. Outra das vias da inibição da apoptose é a inibição da pBad pelo Akt [74, 75]. A 
proteína Bad é um membro do grupo dos factores pró-apoptóticos da família da Bcl-2 que, em 
resposta a estímulos apoptóticos, migra para a mitocôndria levando à morte celular por apoptose [75, 
130]. 
A análise por imunoblot da FoxO e da pBad nos extractos celulares infectados com os vírus em 
estudo não foi bem sucedida. Após várias tentativas da revelação das membranas com diferentes 
reagentes de detecção, não foi possível revelar estas proteínas nas membranas, indicando que os 
anticorpos primários utilizados são pouco reactivos face aos níveis de FoxO e pBad das células 
utilizadas neste estudo, MDCK-SIAT1. 
 
5.3.2.5 Expressão de genes associados à sobrevivência celular  
Para analisar as diferenças nos mecanismos de regulação da apoptose entre a infecção com o vírus 
A/Portugal/82/2009 e o vírus B/Lisboa/08/2006, nomeadamente o envolvimento da activação do NF-
κB, foram analisados ao longo do período pós-infecção, os níveis de expressão dos genes alvo do 
NF-κB associados à sobrevivência celular, incluindo a Bcl-XL, Bcl-2 e XIAP. Apesar dos níveis da 
expressão proteica da Bcl-2 não apresentarem diferenças estatisticamente significativas entre a 
infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 e a infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006, os níveis de 
expressão da Bcl-XL e da XIAP foram diferentes entre a infecção com os dois vírus (Figura 33).  
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Figura 33 – A infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 induz a expressão de níveis mais elevados 
dos genes alvo do NF-κB associados à inibição da apoptose, Bcl-XL e XIAP.  Extractos totais de 
células MDCK-SIAT1 infectadas com os vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 foram 
recolhidos durante 24 hpi e sujeitos a análise por imunoblot como descrito nas metodologias 
aplicadas. Detecção por imunofluorescência (cima) e respectiva quantificação (baixo) dos níveis de 
expressão de Bcl-XL (A), XIAP (B) e Bcl-2 (C). β-Actina foi usada como controlo para normalização 
da quantidade proteica aplicada no gel. Os valores apresentados nos gráficos referem-se ao valor 
médio ± DPM de pelo menos três ensaios independentes. * p < 0,05 e ** p < 0,01 comparativamente 
a B/Lisboa/08/2006. Adaptado de Santos et al., 2015 [124]. 
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aumentaram e diminuíram aproximadamente 20% na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 e 
B/Lisboa/08/2006, respectivamente, das 8 às 16 hpi (p < 0,05). 
Estes resultados sugerem redes distintas de regulação da apoptose entre a infecção com o vírus 
A/Portugal/82/2009 e o vírus B/Lisboa/08/2006, e suportam o papel do fator de sobrevivência NF-κB 
e dos seus genes alvos em retardar o início da indução da apoptose na infecção com o vírus 
A/Portugal/82/2009, comparativamente à infecção com o vírus B/Lisboa/08/2006. 
 
5.3.3 Estudo dos componentes virais que influenciam as diferenças na indução da apoptose 
Detectadas diferenças no perfil de indução da apoptose entre infecção com o vírus 
A/Portugal/82/2009 e o vírus B/Lisboa/08/2006, assim como nalgumas das vias intracelulares 
estudadas anteriormente, analisou-se que gene viral poderia estar implicado nestes resultados. 
Inicialmente, estudou-se o envolvimento da proteína NS1 (descrita como estando implicada na 
inibição da indução da apoptose numa fase inicial da infecção nos vírus influenza do tipo A), e numa 
fase posterior analisou-se o efeito isolado que cada gene viral tem na indução/inibição da apoptose. 
 
5.3.3.1 Efeito da NS1 na activação do NF-κB 
Dos mecanismos celulares estudados anteriormente, foi a nível da activação do NF-κB que se 
verificaram diferenças entre os vírus em estudo que possam justificar o atraso observado na indução 
da apoptose na infecção com o vírus A/Portugal/82/2009. A proteína NS1A tem estado associada a 
uma inibição da apoptose na fase inicial da infecção através da interacção com o PI3K [70, 71, 131]. 
Começou por se verificar se, devido à divergência genética entre NS1A e a NS1B, esta proteína 
influenciava a activação do NF-κB. Para tal, células MDCK-SIAT1 foram transfectadas com o 
plasmídeo pCIPolISapIT_NS1_A, pCIPolISapIT_NS1_B e pCIPolISapIT_GFP e analisadas por 
imunocitoquímica, de modo a detectar a translocação do NF-κB do citoplasma para o núcleo. O NF-
κB, quando activo, migra para o núcleo celular para activar a transcrição e expressão dos genes 
associados à sobrevivência celular. 
 
Aferição das condições de transfecção 
De modo a garantir a máxima rentabilidade da transfecção, foi necessário aferir as condições ideais 
de transfecção das células MDCK-SIAT1. Na Figura 34 estão representados, graficamente, os 
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resultados desta aferição. A percentagem de células transfectadas aumenta com o aumento da 
quantidade de Lipofectamine® 2000 utilizada, para todas as quantidades de DNA plasmídico testado. 
O mesmo foi observado para as várias quantidades de DNA plasmídico. No entanto, a condição 
seleccionada para a continuação do trabalho foi a utilização de 4 µl de Lipofectamine® 2000 por poço 
e de 3,5 µg de cada DNA plasmídico por poço, pois registou-se uma maior taxa de transfecção 
(15%).  
 
 
Figura 34 – Aferição da co-transfecção do plasmídeo controlo (pCIPolISapIT) com o plasmídeo 
repórter (pCIPolISapIT_GFP) em células MDCK-SIAT1. Foram testados três volumes diferentes de 
Lipofectamine® 2000 e quatro quantidades de DNA plasmídico, como aconselhado pelo fabricante.  
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O NF-κB encontra-se normalmente no citoplasma celular ligado ao seu inibidor Iκb. Na presença de 
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o plasmídeo com o gene da proteína NS1A, com o gene da proteína NS1B e com o plasmídeo 
controlo. 
Nas células transfectadas com o plasmídeo que codifica a NS1A, nas células transfectadas com o 
plasmídeo que codifica a NS1B e nas células controlo, a percentagem de translocação do factor de 
transcrição NF-κB do citoplasma para o núcleo das células transfectadas foi idêntica, variando entre 
os 40 e os 50%. 
 
 
Figura 35 – Translocação de NF-κB do citoplasma para o núcleo em células transfectadas com o 
plasmídeo que codifica o gene da proteína NS1A, com o plasmídeo que codifica o gene da proteína 
NS1B e com o plasmídeo controlo. Os valores apresentados nos gráficos referem-se ao valor médio 
± DPM de pelo menos três ensaios independentes. 
 
Embora os dados revelem um maior número de células com translocação do factor de transcrição 
NF-κB nas células co-transfectadas com o gene da proteína NS1A, do que nas células transfectadas 
com o gene da proteína NS1B e controlo, estas diferenças não são estatisticamente significativas (p 
< 0,05, análise ANOVA). Estes resultados não permitem determinar se as diferenças observadas na 
indução da apoptose entre a infecção com o vírus A/Portugal/82/2009 e o vírus B/Lisboa/08/2006 se 
deve a efeitos induzidos/provocados pela proteína NS1 dos vírus influenza na activação/inibição do 
factor de transcrição nuclear NF-κB.  
 
 
 
0% 
10% 
20% 
30% 
40% 
50% 
60% 
70% 
NS1A NS1B Controlo 
C
él
ul
as
 c
om
 tr
an
sl
oc
aç
ão
 
 d
e 
N
F-
κB
  
Segmento genético transfectado 
 115 
5.3.3.2 Efeito dos diferentes genes virais na activação/inibição da apoptose 
Após o estudo do efeito da NS1A e NS1B, na activação da via do NF-κB, foi-se verificar, recorrendo 
à medição da actividade das caspases 3/7 (caspases efectoras – sinal de activação do processo 
apoptótico), o efeito de cada gene viral na indução da apoptose. Com este estudo pretendeu-se, não 
só identificar o gene viral que poderá contribuir para a inibição da apoptose na fase inicial da 
infecção, no vírus A/Portugal/82/2009, como também identificar no vírus B/Lisboa/08/2006 quais os 
genes que mais contribuem para a indução/activação da apoptose celular na fase inicial da infecção 
por este vírus. 
Os resultados do efeito da transfecção de cada segmento viral na indução/inibição da apoptose estão 
representados graficamente na Figura 36, distribuídos pelos timepoints estudados: 8 hpt (Figura 
36A), 16 hpt (Figura 36B) e 24 hpt (Figura 36C). Todos os genes virais do vírus B/Lisboa/08/2006, 
com excepção do gene M às 16 hpt, parecem induzir/activar o processo apoptótico em todos os 
tempos estudados. Todos os genes do vírus A/Portugal/82/2009, com excepção do gene PB2, 
parecem inibir o processo apoptótico na fase inicial da transfecção (8 hpt), com significância 
estatística (p < 0,05) para alguns genes/tempos pós-infecção.  
Com significância estatística (p < 0,05), verificou-se: (1) na transfecção com os genes do vírus 
A/Portugal/82/2009, o gene M do vírus A/Portugal/82/2009 inibiu a apoptose em todos os tempos 
pós-transfecção estudados, os genes PB1 e NS inibiram a apoptose às 8 e 16 hpt, respectivamente, 
e apenas foi observada uma indução da apoptose por parte do gene NP às 16 hpt; (2) nos vírus 
B/Lisboa/08/2006, os genes do complexo da polimerase induziram a apoptose em todos os tempos 
pós-transfecção analisados (excepto o gene PA às 24 hpt), também se registou uma indução na 
apoptose na transfecção das células com o gene NS às 8 hpt, o gene da NA às 8 e 24 hpt e o gene 
da HA às 24 hpt; e (3) observando os resultados dentro do mesmo gene para os dois vírus em 
estudo, nos genes onde se observou uma diferença estatisticamente significativa (p < 0,05), a 
actividade das caspases efectoras 3/7 é sempre superior para o vírus B/Lisboa/08/2006, esta 
diferença foi registada na transfecção com o gene NS em todos os tempos pós-transfecção, com o 
gene NA às 8 e 16 hpt, com o gene PB1 e PA às 8 hpt, com o gene PB2 às 16 hpt e com o gene HA 
às 24 hpt. 
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Figura 36 – Representação gráfica da inibição/indução da apoptose (actividade das caspases 
efectoras 3/7) por cada gene do vírus A/Portugal/82/2009 e B/Lisboa/08/2006 8, 12 e 24 horas pós-
transfecção (A, B e C, respectivamente). * - p < 0,05, comparativamente ao controlo negativo, Δ – p 
< 0,05 entre o vírus A/Portugal/82/2009 e o vírus B/Lisboa/08/2006 (análise t-student). 
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5.4 Discussão 
5.4.1 Diferenças na indução da apoptose entre vírus influenza A e vírus influenza do tipo B 
A diversidade genética e epidemiológica entre os vírus influenza do tipo A e os vírus influenza do tipo 
B, assim como o número elevado de estudos que descrevem a interacção dos vírus influenza do tipo 
A (subtipos A(H3N2), A(H1N1) sazonal e A(H5N1)) com a inibição/indução do mecanismo de 
apoptose, deram origem ao ponto de partida deste estudo que começou com a análise da diferença 
na indução/inibição deste mecanismo celular entre os vírus influenza do tipo A (da variante 
pandémica A(H1N1)pdm09) e os vírus influenza do tipo B. 
Os resultados apresentados descrevem, pela primeira vez, o perfil cinético de indução da apoptose 
pelos vírus da nova variante pandémica A(H1N1)pdm09 e a sua comparação com os vírus influenza 
do tipo B. A análise da morte celular total e da percentagem de células em apoptose mostraram que 
o vírus influenza do tipo B induz a morte celular total e a apoptose mais cedo, no período pós-
infecção, que o vírus do tipo A. No entanto, a partir do momento em que o vírus do tipo A entra em 
processo de morte celular e apoptose, regista valores superiores aos obtidos para o vírus do tipo B. 
Os dados da diferença entre a indução da apoptose pela infecção com o vírus do tipo A e do tipo B 
foram confirmados, a nível molecular, com o estudo da actividade das caspases efectoras 3/7, 
marcadores bioquímicos da activação do mecanismo da apoptose na célula infectada. Os resultados 
da actividade das caspases efectoras confirmaram a diferença na indução da apoptose entre a 
infecção com o vírus influenza do tipo A e com o vírus influenza do tipo B. Enquanto que a infecção 
com o vírus do tipo B induz o aumento imediato da actividade das caspases 3/7, a infecção com o 
vírus do tipo A induz o aumento da actividade das caspases 3/7 num período mais tardio da infecção. 
Igualmente foi analisada a actividade das caspases iniciadoras 8 e 9, associadas à activação da via 
extrínseca e intrínseca, respectivamente, da apoptose. A análise da actividade das caspases 
iniciadoras mostrou que na infecção com o vírus do tipo B ocorre a activação, numa fase inicial da 
infecção, de ambas as vias de activação da apoptose. Na infecção com o vírus do tipo A verificou-se 
que a actividade das caspases iniciadoras mantém-se praticamente inalterada na fase inicial da 
infecção ocorrendo, numa fase mais tardia, um aumento acentuado da activação da via intrínseca, 
acompanhada por um ligeiro aumento da activação da via extrínseca. 
Estes resultados mostram uma divergência na indução da apoptose, entre a infecção por vírus 
influenza do tipo A e do tipo B, em termos de tempo pós-infecção em que esta ocorre, assim como 
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de mecanismo de indução da apoptose que é activado. Enquanto na infecção com o vírus influenza 
do tipo B, a indução da apoptose ocorre numa fase inicial da infecção, com o recrutamento de ambas 
as vias de activação (a via intrínseca e a via extrínseca), na infecção com o vírus influenza do tipo A, 
observa-se um atraso na indução da apoptose, para combater a resposta celular antiviral na fase 
inicial da infecção conduzindo a uma melhor replicação, tal como também é descrito na literatura [60, 
70]. Quando a indução da apoptose ocorre, dá-se, maioritariamente, pela activação da via intrínseca. 
A indução inicial da via extrínseca na infecção com o vírus influenza do tipo B mostra a incapacidade 
destes vírus inibirem a morte celular causada por esta via. A via extrínseca de activação da apoptose 
tem sido associada à resposta inata antiviral da célula. Esta resposta celular leva à produção de 
interferão (IFN) α, IFNβ e citocinas capazes de induzir a apoptose pela via do TRAIL (TNF-related 
apoptosis ligand), que por sua vez desencadeia a via extrínseca de activação da apoptose através da 
via dos receptores de morte celular [132, 133]. Por sua vez, a activação da via extrínseca só foi 
detectada na infecção com o vírus influenza do tipo A 56 hpi, mostrando a capacidade que estes 
vírus têm de impedir a resposta inata antiviral da célula. 
Recentemente, num estudo idêntico, El-Sayed et al., 2016 [134] corrobora os resultados 
apresentados neste trabalho mostrando que o perfil observado nos vírus influenza do tipo A neste 
trabalho (utilizando uma estirpe da nova variante A(H1N1)pdm09) pode ser extrapolado para os 
influenza do subtipo A(H3N2), apontando para uma conservação do perfil de indução da apoptose 
dentro dos vírus influenza do tipo A [134]. O mesmo sucede nos vírus influenza do tipo B, tendo, o 
estudo referido, utilizado uma estirpe da linhagem B/Yamagata, obtendo um perfil de indução da 
apoptose idêntico ao obtido para a estirpe utilizada neste trabalho (B/Lisboa/08/2006), representante 
da linhagem B/Victoria [134].  
 
5.4.2 Vias celulares envolvidas na indução da apoptose pelos vírus influenza 
O atraso observado na indução da apoptose pelo vírus do tipo A, apoia a hipótese deste trabalho, no 
que concerne à existência de diferenças na indução da apoptose entre vírus influenza do tipo A e do 
tipo B. O ponto de partida para este trabalho apoiou-se no facto da NS1A ter um domínio de ligação 
à unidade p85β do PI3K, levando à activação do factor de sobrevivência celular Akt; e na diferença 
genética entre a NS1A e NS1B, nomeadamente a ausência de domínios descritos na NS1B que 
interajam e activem esta via [70, 135, 136]. Estes dois factos seriam a base para a diferença 
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observada na indução da apoptose pelos dois tipos de vírus influenza. Neste contexto, analisou-se o 
efeito da infecção celular com vírus influenza do tipo A e do tipo B na via de sobrevivência celular do 
PI3K/Akt.  
A activação da via de sobrevivência celular do PI3K/Akt foi detectada, na mesma intensidade, para 
ambos os tipos de vírus, numa fase inicial da infecção, ao contrário do esperado e do descrito 
anteriormente [137]. A activação, na fase inicial da infecção, da via do PI3K/Akt pode explicar o 
atraso na indução da apoptose observada anteriormente no estudo do perfil cinético de indução da 
apoptose. No entanto, estes resultados indicam que esta activação no vírus do tipo B não é suficiente 
para impedir a indução da apoptose na fase inicial da infecção, indicando que (1) o vírus do tipo A 
poderá recrutar mecanismos adicionais para bloquear a apoptose, e/ou (2) o estímulo apoptótico 
induzido pela infecção com o vírus do tipo B seja mais forte que o do tipo A levando a que a 
activação da via do PI3K/Akt seja insuficiente para compensar esse estimulo. 
Dos alvos do Akt estudados que estão directamente associados à sobrevivência celular, apenas a via 
do NF-κB mostrou resultados que poderão justificar o atraso observado no perfil cinético da indução 
da apoptose pelo vírus influenza do tipo A comparativamente com o do tipo B. Observou-se a 
activação desta via na infecção com o vírus do tipo A e não na infecção com o virus do tipo B. 
Embora a activação da via do NF-κB tenha sido descrita como uma resposta celular antiviral na 
infecção com o vírus influenza do tipo A , estudos mais recentes apontam a activação desta via como 
necessária para a replicação viral através da transcrição de factores anti-apoptóticos, igualmente 
descrito apenas para os vírus influenza do tipo A [128, 133]. Concordantemente, comparativamente 
com os resultados obtidos para o vírus do tipo B, a infecção com o vírus do tipo A apresenta, na fase 
inicial da infecção, níveis superiores de transcrição das proteínas anti-apoptóticas Bcl-XL e XIAP, 
proteínas de sobrevivência cuja transcrição se encontra associada à activação da via do NF-κB. Os 
resultados obtidos mostram, ainda, que a infecção com o vírus influenza do tipo A apenas está 
associada com o atrasar da indução da apoptose e não com um aumento da resistência à apoptose 
pelas células infectadas. 
 
5.4.3 Componentes virais implicados na indução da apoptose das células infectadas 
Os resultados obtidos no estudo do efeito de cada segmento genético viral na indução da apoptose 
das células transfectadas apoiam a hipótese deste trabalho referente ao papel do gene que codifica a 
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proteína NS1 nas diferenças da indução da apoptose entre o vírus influenza do tipo A e o vírus 
influenza do tipo B. Em todos os tempos pós-transfecção estudados, foi observada uma diferença, 
estatisticamente significante, na actividade das caspases 3/7 nas células transfectadas com o gene 
NS, sendo a actividade registada nas células transfectadas com o gene NS do vírus do tipo B 
superior à do vírus do tipo A.  
Inesperadamente, em todos os timepoints, foi observada (com significância estatística) a inibição da 
indução da apoptose nas células transfectadas com o gene M do vírus do tipo A. Não há, até à data, 
estudos que associem este segmento genético, que codifica a proteína M1 (matriz) e M2 (proteína 
que forma um canal iónico na membrana externa dos vírus influenza) à inibição da apoptose. No 
entanto, Gannage et al., 2009 [95] demonstraram que a proteína M2 dos vírus influenza do tipo A 
inibe a fusão dos autofagossomas (contendo as partículas virais), com os lisossomas celulares, 
levando a um acumular de autofagossomas na células, que na fase inicial da infecção permite uma 
replicação viral mais eficiente [95]. Embora, no processo de transfecção isolada dos genes não haja 
a formação de partículas virais nos autofagossomas, os resultados obtidos indicam que o gene que 
codifica a proteína M2 também tem um papel fundamental na inibição da apoptose na fase inicial da 
infecção, através da indução de vias/factores anti-apoptóticos, ou através da inibição de vias/factores 
pró-apoptóticos, que consequentemente poderão levar à inibição da fusão dos autofagossomas aos 
lisossomas como descrito anteriormente [95]. Igualmente, estudos revelaram que a proteína M1 dos 
vírus influenza do tipo A, também codificada pelo gene M, apresenta um domínio (que não se 
encontra presente no gene M dos vírus influenza do tipo B) capaz de se ligar à caspase iniciadora 8, 
associada à via extrínseca, não se conhecendo ainda se esta interacção terá consequências anti ou 
pro-apoptóticas [138]. 
Em relação à indução da apoptose pelos genes do vírus influenza do tipo A, apenas o gene NP teve 
um efeito de indução da apoptose. Recentemente, foi reportado que o gene NP dos vírus influenza 
do tipo A têm a capacidade de interagir com a ubiquitinina ligase RNF43, um dos inibidores celulares 
do p53. A interacção da proteína NP com a RNF43 faz com que esta liberte o factor pro-apoptótico 
p53 que, por sua vez, vai induzir a transcrição de genes pro-apoptóticos que conduzem à apoptose 
da célula infectada [139]. 
Outros genes estão descritos na literatura como indutores da apoptose nas infecções com vírus do 
tipo A, como por exemplo a HA  e NA [90, 92]. Neste estudo, a expressão destes genes não mostrou 
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resultados estatisticamente significativos que apoiem estes dados. No entanto, observou-se, quer na 
transfecção com o gene da NA (às 8 e 12 hpt), quer na transfecção com o gene da HA (às 24 hpt), 
uma diferença estatisticamente significativa entre a indução da apoptose pelos genes referidos entre 
os do tipo A e os do tipo B, em que os genes do tipo B induziram mais apoptose que os do tipo A. 
Foi possível, ainda, verificar que todos os genes do vírus influenza do tipo B tiveram uma tendência 
de indução da apoptose em todos os tempos pós-transfecção analisados, destacando-se os genes 
do complexo da polimerase (PB2, PB1 e PA), com um papel estatisticamente significante (excepto 
PA nas 24 hpt). Este resultado indica-nos, aparentemente, que os vírus do tipo B poderão não 
apresentar qualquer tipo de defesa contra a resposta celular antiviral, no que diz respeito à 
inibição/anulação desta resposta. Estes resultados apontam, ainda, para que nos vírus influenza do 
tipo B, o controlo da apoptose pelo vírus poderá não ser necessário para a sua replicação, pois o 
vírus consegue replicar-se sem a necessidade de controlar a resposta celular antiviral. O facto de 
não contrariarem a resposta celular antiviral poderá estar relacionado com a menor patogenicidade 
associada a este tipo de vírus influenza, comparativamente com os vírus do tipo A, pois a resposta 
celular antiviral inata irá recrutar o sistema imunitário para combater a doença mais rapidamente. Foi, 
ainda, possível observar outra tendência, sem significado estatístico, em que no primeiro tempo em 
estudo pós transfecção (8 hpt), todos os genes do vírus do tipo A (com excepção do gene PB2) 
tendem a inibir a actividade da caspase 3/7 (apoptose), enquanto que todos os genes do vírus 
influenza do tipo B tendem a induzir a apoptose. 
 
Os resultados obtidos, vão de encontro aos perfis de indução da apoptose obtido nas infecções com 
vírus influenza do tipo A e do tipo B, apontando as proteínas transcritas pelos genes M e NS dos 
vírus influenza do tipo A, como possíveis componentes virais que poderão levar à inibição da 
apoptose e as proteínas transcritas pelos genes PB2, PB1 e PA dos vírus influenza do tipo B, como 
possíveis componentes virais que poderão levar à indução da apoptose. 
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6 Considerações finais 
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Com este trabalho foi possível verificar que as estirpes da nova variante A(H1N1)pdm09 circulantes 
em Portugal no início da pandemia de 2009, bem como a maioria das estirpes circulantes a nível 
global, apresentam o mesmo background genético. A maioria das mutações detectadas já se 
encontravam descritas na literatura e foi detectada uma assinatura de evolução genética 
representante do clade evolutivo 7. No estudo genético da subunidade 1 da proteína antigénica HA 
foram detectadas algumas mutações nas estirpes portuguesas comparativamente à sequência 
nucleotídica da estirpe vacinal. No entanto, de acordo com a literatura, nenhuma dessas mutações 
conferia às estirpes um drift antigénico que levasse à redução da eficácia da vacina pandémica. 
Juntamente com a monitorização da proteína antigénica HA, monitorizou-se igualmente a proteína 
alvo dos antivirais específicos para a gripe, os inibidores da NA. No estudo da sequência nucleotídica 
da NA apenas foi detectada em duas estirpes um marcador molecular de redução da susceptibilidade 
aos inibidores da NA, a mutação I223V. A redução da susceptibilidade foi confirmada in vitro; no 
entanto, mostrou-se ser restrita a estas duas estirpes, não tendo sido incorporada na evolução do 
vírus no decorrer da pandemia. 
Estes dados permitiram verificar que as estirpes circulantes a nível nacional não possuíam 
marcadores de patogenicidade, que pudessem agravar a virulência deste agente e que eram 
igualmente susceptíveis às duas armas de combate ao vírus durante a pandemia, a vacina 
pandémica e a utilização dos antivirais específicos para a gripe. 
O estudo genético das estirpes da nova variante pandémica permitiu seleccionar uma estirpe 
nacional representativa para ser utilizada no estudo do efeito da infecção com vírus influenza na 
indução da apoptose nas células infectadas. 
 
No estudo da indução da apoptose pelos vírus influenza, verificou-se que o vírus influenza do tipo B 
testado neste trabalho induziu a apoptose nas células infectadas na fase inicial da infecção, 
activando ambas as vias de apoptose, via intrínseca e extrínseca. Por sua vez, na infecção das 
células com o vírus influenza do tipo A verificou-se uma indução da apoptose mais tardia 
maioritariamente induzida pela activação da via intrínseca. Das vias celulares estudadas, verificou-se 
que ambos os vírus em estudo induziram a activação do Akt, no entanto, com o vírus influenza do 
tipo B verificou-se um aumento de IκB, inibidor do NF-κB. Na infecção com o vírus influenza do tipo A 
foi observada uma activação do factor de transcrição NF-κB, responsável pela transcrição de factores 
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pró-apoptóticos (XIAP e Bcl-XL) que se encontravam em maior concentração nas células infectadas 
com o vírus influenza do tipo A. Na Figura 37 estão representadas as vias celulares estudadas neste 
trabalho, com indicação das vias em que se observaram diferenças entre a infecção com o vírus 
influenza do tipo A e o vírus influenza do tipo B. 
 
 
Figura 37 – Representação esquemática das vias celulares estudadas. Na fase inicial da infecção há 
uma indução da apoptose pela infecção com o vírus influenza do tipo B quer pela via intrínseca que 
pela via extrínseca. Em ambas infecções observou-se uma activação do Akt, no entanto dos alvos do 
Akt, apenas a activação do factor de transcrição NF-κB foi observada na infecção com os vírus 
influenza do tipo A levando a um aumento dos factores pro-apoptóticos XIAP e Bcl-XL. A laranja e a 
verde estão representadas as vias activadas pela infecção com o vírus influenza do tipo B e do tipo 
A, respectivamente. 
 
Em relação ao estudo isolado da influência de cada componente viral na indução da apoptose, 
verificou-se que a maioria das proteínas/RNAs virais do vírus influenza do tipo B induzem a apoptose 
nas células, enquanto que no vírus influenza do tipo A, observou-se uma inibição da apoptose pelas 
proteínas/RNAs virais M, NS e PB1. 
Embora as diferenças observadas na cinética e vias de indução da apoptose induzidas pela infecção 
por vírus influenza do tipo A e do tipo B apontem para o envolvimento da via do IκB/NF-κB, estudos 
 127 
adicionais e complementares são necessários para se esclarecer e perceber o mecanismo molecular 
que leva à acumulação de IκB na infecção com o vírus influenza do tipo B. 
 
Tendo em conta o potencial pandémico dos vírus influenza do tipo A e a contínua ameaça de se ter 
que enfrentar uma próxima pandemia, é compreensível que a maioria dos estudos das interacções 
vírus-hospedeiro e dos mecanismos de indução da apoptose sejam focados nos vírus influenza do 
tipo A. No entanto, os vírus influenza do tipo B também têm impacto na saúde pública, que não deve 
ser desprezado, pois co-circulam com os vírus do tipo A nas epidemias sazonais de gripe, nalgumas 
como tipo dominante. A identificação de novos mecanismos moleculares que sejam regulados por 
ambos os tipos de vírus influenza poderão revelar novas informações sobre pontos essenciais no 
controlo da apoptose pelos vírus influenza.  
Contribuindo para o estado da arte, os resultados obtidos com este trabalho apontam a nível celular, 
a via do IκB/NF-κB, e a nível viral, os genes M e NS (inibição da apoptose nos vírus influenza do tipo 
A), e os genes PB2, PB1 e PA (indução da apoptose nos vírus influenza do tipo B), como possíveis 
responsáveis para as diferenças observadas no perfil de indução da apoptose. As diferenças na 
indução da apoptose poderão contribuir para explicar, em parte, a diferença existente entre a 
virulência dos vírus influenza do tipo A e a dos vírus influenza do tipo B. 
Uma melhor compreensão dos mecanismos moleculares que levam à regulação da apoptose, pelo 
vírus influenza do tipo A e pelo vírus influenza do tipo B, poderá revelar novos factores que 
contribuem para o sucesso da replicação vírus influenza, revelando assim novos alvos para o 
desenvolvimento de vacinas e drogas antivirais. A descoberta de novos alvos antivirais no vírus ou 
no hospedeiro será útil não só no contexto de uma pandemia, mas também no tratamento e na 
profilaxia das infecções por vírus influenza sazonal, contribuindo assim para um melhor controlo da 
doença. 
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ANEXO A 
Tabela com os accession numbers das sequências retiradas da base de dados GISAID utilizadas 
para optimização dos primers utilizados na estratégia de sequenciação dos segmentos genéticos das 
estirpes da variante pandémica A(H1N1)pdm09. 
 
  
PB2 PB1 PA HA NP NA NS M
CY040644 CY040040 CY040722 CY039527 CY040801 FJ966956 CY040019 CY040614
CY040870 CY040635 CY040872 FJ966082 CY040873 FJ966969 CY040866 CY040883
CY040877 CY040748 CY040879 FJ966952 CY041125 FJ966973 CY040884 CY041187
CY041065 CY040878 CY041143 FJ966959 CY041753 FJ969517 CY041553 CY041823
CY041564 CY041176 CY041763 FJ966960 CY041969 FJ971075 CY041972 CY041971
CY041965 CY041555 CY041967 FJ966974 CY043111 FJ973552 CY043106 CY043113
CY043099 CY041958 CY043101 FJ969511 CY043119 FJ973555 CY043114 CY043244
CY043107 CY041981 CY043341 FJ971076 CY043262 FJ981614 CY044132 CY043276
CY043178 CY043185 CY044133 FJ973557 CY043335 FJ982431 CY044151 CY044158
CY043331 CY043209 CY044146 FJ981612 CY044148 FJ984335 CY044216 CY044215
CY043339 CY043332 CY044154 FJ982430 CY044156 FJ984340 CY045001 CY044958
CY044144 CY044145 CY044203 FJ984337 CY044213 FJ984344 CY045486 CY045493
CY044193 CY044883 CY045042 FJ984347 CY044984 FJ984350 CY045982 CY045498
CY044884 CY045480 CY045502 FJ984355 CY045504 FJ984357 FJ966086 FJ966085
CY045158 FJ998226 CY045937 FJ984360 CY045955 FJ984362 FJ969528 FJ973553
CY045500 FN423710 FJ966081 FJ984364 FJ966083 FJ984371 FJ982433 FJ973554
CY045943 GQ117034 FJ966977 FJ984375 FJ966961 FJ984378 FN401578 FJ981646
FJ966079 GQ132178 FJ984346 FJ984385 FJ969536 FJ984383 FN423709 FJ982432
FJ966976 GQ160813 FN423712 FJ998207 FJ985751 FJ984386 GQ131026 FN423715
FN423711 GQ166208 GQ132172 FJ998208 FJ985805 FJ984390 GQ149680 GQ117066
GQ132138 GQ166655 GQ160812 GQ117024 FN423708 FJ984953 GQ160604 GQ131025
GQ150340 GQ166754 GQ166210 GQ117032 GQ117045 FJ998214 GQ166233 GQ149625
GQ160523 GQ222419 GQ166654 GQ117040 GQ131024 FJ998215 GQ166657 GQ149690
GQ160811 GQ232026 GQ169383 GQ117043 GQ149639 GQ117022 GQ166749 GQ166164
GQ166656 GQ246617 GQ200225 GQ117051 GQ160583 GQ117028 GQ168869 GQ166660
GQ168879 GQ253490 GQ221693 GQ117056 GQ166215 GQ117036 GQ223427 GQ166751
GQ183624 GQ258464 GQ222036 GQ117059 GQ166658 GQ117042 GQ232043 GQ168883
GQ200233 GQ267837 GQ222418 GQ117062 GQ168621 GQ117048 GQ249335 GQ169384
GQ214149 GQ283486 GQ225380 GQ117067 GQ169385 GQ117053 GQ253502 GQ200207
GQ232090 GQ329098 GQ258467 GQ117079 GQ214141 GQ117058 GQ267854 GQ200216
GQ247731 GQ330651 GQ267836 GQ117082 GQ227548 GQ117064 GQ283494 GQ200236
GQ253489 GQ359764 GQ323476 GQ117091 GQ232036 GQ117071 GQ323534 GQ200600
GQ258465 GQ359772 GQ328866 GQ117097 GQ247732 GQ117077 GQ329109 GQ214139
GQ267838 GQ375893 GQ329097 GQ117100 GQ258466 GQ117081 GQ351294 GQ221697
GQ283485 GQ377049 GQ339882 GQ117103 GQ260003 GQ117094 GQ359770 GQ221807
GQ303349 GQ402319 GQ351289 GQ117112 GQ283491 GQ117099 GQ365367 GQ251038
GQ328867 GQ464406 GQ365423 GQ117116 GQ300856 GQ117102 GQ365450 GQ258461
GQ329105 GQ465748 GQ377053 GQ117119 GQ303339 GQ117105 GQ365686 GQ280271
GQ338388 GQ392020 GQ122097 GQ329095 GQ117108 GQ396554 GQ283490
GQ365425 GQ402292 GQ149634 GQ338407 GQ117114 GQ396582 GQ293446
GQ365655 GQ411902 GQ149647 GQ359761 GQ117118 GQ402270 GQ300855
GQ392019 GQ457508 GQ149654 GQ375885 GQ122096 GQ402274 GQ323449
GQ402173 GQ464407 GQ149671 GQ396589 GQ122104 GQ402286 GQ328772
GQ402185 GQ149684 GQ422376 GQ149631 GQ463204 GQ329107
GQ464405 GQ149692 GQ465718 GQ149640 GQ494351 GQ330648
GQ465663 GQ150335 GQ149644 GQ351315
GQ150338 GQ149659 GQ360061
GQ166661 GQ149672 GQ360066
GQ166752 GQ149691 GQ365447
GQ166760 GQ150333 GQ367491
GQ150336 GQ377058
GQ166659 GQ396522
GQ166750 GQ396553
GQ166759 GQ402216
GQ402218
GQ457477
GQ463203
GQ464410
GQ465687
GQ485662
GQ494352
Total 46 38 43 50 45 54 45 61
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ANEXO B 
Tabela com os accession numbers das sequências retiradas da base de dados NCBI Influenza Vírus 
Resource utilizadas na construção das árvores representadas na Figura 9. 
 
 
  
PB2 PB1 PA HA NP NA NS MP
AB473548 AB268552 AB268553 AF455680 AB268554 AB302788 AB268556 AB268555
AF455736 AF455728 AF455720 AY619961 AF455704 AJ518092 AF455712 AJ293925
AJ293920 AJ293921 AJ293922 CY010580 AJ293924 AY619960 AJ293941 AY619959
AY619954 AY619955 AY619956 CY024925 AY619958 CY000451 AY619973 AY619976
AY619970 AY619971 AY619972 CY026139 AY619974 CY010582 CY010584 CY010581
CY010587 CY000456 CY010585 CY031336 CY010583 CY024927 CY024929 CY024926
CY024932 CY003070 CY024930 CY038007 CY024928 CY026141 CY026143 CY026140
CY026146 CY010586 CY026144 CY043147 CY026142 CY030233 CY032668 CY031337
CY032661 CY024931 CY032663 CY043334 CY032665 CY032666 CY033626 CY031800
CY033629 CY026145 CY033627 CY044204 CY034119 CY037938 CY034120 CY032667
CY034123 CY027161 CY034121 CY045503 CY038008 CY043149 CY038011 CY038010
CY038004 CY032662 CY038006 CY045970 CY043150 CY043336 CY043151 CY043148
CY043154 CY033628 CY043152 CY046859 CY043335 CY044206 CY043338 CY043337
CY043331 CY034122 CY043333 DQ889689 CY044205 CY045505 CY044208 CY044207
CY044201 CY038005 CY044203 EU026014 CY045504 CY045972 CY045507 CY045506
CY045500 CY043153 CY045502 EU124177 CY045971 CY046861 CY045974 CY045973
CY045967 CY043332 CY045969 EU604689 CY046862 DQ889687 CY046863 CY046860
CY046866 CY044202 CY046864 FJ969540 CY047402 EF101756 DQ280208 DQ280210
DQ280205 CY045501 DQ280207 GQ149634 DQ280209 EU604690 DQ889685 DQ889688
DQ889682 CY045968 DQ889684 GQ166661 DQ889686 FJ432756 EU604696 EU604695
FJ432761 CY046865 EU604693 GQ392029 EU604694 FJ984386 FJ969528 FJ432755
FJ969530 DQ889683 FJ432759 FJ432757 GQ149631 GQ149635 FJ966975
GQ149632 EU604692 FJ969529 FJ969536 GQ166659 GQ166657 GQ149638
GQ166656 FJ432760 GQ149636 GQ149637 GQ392031 GQ392033 GQ166660
GQ392026 FJ969531 GQ392028 GQ166658 GQ392032
GQ149633 GQ463199 GQ392030
GQ166655
GQ392027
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ANEXO C 
Mapa e sequência do plasmídeo bidireccional de expressão pCIPolISapIT 
 
 
 
Restriction map of pCIPolISapIT_new features  -  4436  nt   [using RELibrary as a Restriction Enzyme Library]
<Serial Cloner V2.5> -- <27/06/2017   10:39>
